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 Diplomová práce je zaměřena na výběr metody a optimalizaci laboratorního postupu pro 
stanovení vybraných léčiv (kyselina salicylová, ibuprofen, naproxen, ketoprofen a diklofenak) 
v povrchové a odpadní vodě pomocí plynové chromatografie ve spojení s hmotnostním 
spektrometrem (GC-MS). Jako extrakční metoda byla použita SPE s použitím Oasis HLB 
kolonek. Po extrakci následovala derivatizace vybraných léčiv a její optimalizace. Derivatiace 
a její optimalizace byla provedena s použitím dvou silylačních činidel N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA) a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 
(BSTFA). Během optimalizace byly použity různé objemy derivatizačních činidel, různé 
teploty a různé časy. Nejvhodnější kombinace byla použita pro analýzu reálných vzorků. 
Reálné vzorky odpadní vody byly odebírány z ČOV v Brně Modřicích a reálné vzorky 
povrchových vod byly odebírány z několika řek a jednoho rybníku v oblasti Moravy. 
  Tato práce se také zabývala orientačním testováním SPE metody pro extrakci a 
zkoncentrování vybraných sulfonamidů (sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfapyridin a 
sulfathiazol) z vodního prostředí.  
 
ABSTRACT 
 Diploma thesis is focused on the choose of methods and optimalisation analysis procedure 
of selected pharmaceuticals (salicylic acid, ibuprofene, naproxene, ketoprofene and 
diclofenac) in surface and waste water by using gas chromatography with mass spectrometer 
(GC-MS). Solid-phase extraction (SPE) with Oasis HLB cartridges was used as an extraction 
method in this analysis. Extraction is followed by derivatization and their optimalization of 
selected pharmaceuticals. Derivatization and its optimalization were performed by two 
silylation reagens N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) and                 
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA). Different volumes of derivatization 
reagents, different temperatures and different times were used during the procedure. The best 
combination is then used for analysis of real samples. Real samples of waste water were 
collected in sewage treatment plants in Brno – Modřice and real samples of surface water 
were collected from several rivers and one pond in region Moravia. 
 This thesis also presents and tests SPE methods for extraction and concentration selected 
sulfonamide residues (sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulfapyridine and sulfathiazole) 




plynová chromatografie, léčiva, rezidua léčiv, derivatizace, sulfonamidy, analgetika, 
povrchová voda, odpadní voda  
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gas chromatography, pharmaceuticals, pharmaceutical residues, derivatization, sulfonamides, 
analgetics, surface water, waste water  
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1. ÚVOD 
 Rozvoj medicíny a farmakologie v souvislosti s neustále se rozšiřujícím počtem nových 
onemocnění má za následek produkci velkého množství různých léčiv. Snaha tyto nemoci 
rychle vyléčit, případně jim předejít, vede k masivnímu používání léčiv různého složení a 
účinků, a to jak v humánní, tak i veterinární medicíně.  
 Mezi důležitou a velmi používanou skupinu léčiv moderní medicíny patří antibiotika a 
analgetika. Jejich spotřeba stále více roste. Antibiotika včetně tetracyklinů a sulfonamidů jsou 
široce využívána nejen k léčbě a prevenci infekcí u lidí, ale i ve veterinární medicíně. Jde 
např. o léčiva podporující růst hospodářských zvířat, léčiva pro ryby, pro drůbež a mnoho 
dalších. Analgetika se používají pro zmírnění bolestí nebo snížení horečky i pro preventivní 
účely. Jejich hojné užívání je způsobeno i skutečností, že mnoho těchto léků není na 
lékárenský předpis.  
 Vzhledem k tomu, že tyto látky nebývají vždy kompletně eliminovány v lidském ani 
zvířecím těle, dostávají se do životního prostředí, kde dochází k nepříznivému ovlivnění 
přírodních ekosystémů. Nejvíce těchto látek je obsaženo v odpadních vodách. Protože se 
jedná o biologicky aktivní látky, tedy látky syntetizované za účelem působení na živé 
organismy, mohou negativně ovlivňovat některé technologické procesy při čištění odpadních 
vod. Tyto látky bývají během čistících procesů ve většině případů těžce odbouratelné, a 
dostávají se tak do povrchových vod, kde mohou způsobit toxické efekty na vodních 
organismech. Proto je těmto látkám, jako potenciálním polutantům, a jejich kontrole ve 
vodách věnována stále větší pozornost. Z tohoto důvodu roste i potřeba aplikace moderních 
analytických metod, které dokáží kvalitativně i kvantitativně identifikovat jednotlivé látky 
z odpadních i povrchových vod. Pro tyto účely bylo použito a publikováno mnoho různých 
analytických metod založených především na použití kapalinové a plynové chromatografie 
nejčastěji s hmotnostní detekcí (LC-MS, HPLC-MS, GC-MS). Při použití plynové 
chromatografie pro stanovení léčiv ve vodách je pak nezbytná i derivatizace těchto látek 
vedoucí ke snadné a rychlé analýze.   
 Hlavním cílem této práce je ověření a použití vhodného analytického postupu pro 
identifikaci a stanovení vybraných analgetik (kyselina salicylová, ibuprofen, naproxen, 
ketoprofen, diklofenak) ve vodě. Tento postup je založen na použití vhodné metody SPE, 
optimalizaci derivatizačních postupů s vhodnými derivatizačními činidly a následné analýze 
pomocí GC-MS. Postup je pak aplikován na reálných vzorcích odpadních i povrchových vod. 
 Práce dále uvádí vhodné postupy SPE a jejich účinnosti pro extrakci vybraných 
sulfonamidů (sulfametazin, sulfametoxazol, sulfapyridin, sulfathiazol), které je možné využít 
při stanovení plynovou chromatografií.   
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Léčiva – základní pojmy 
 Léčiva (farmaka) jsou léčivé látky, směsi léčivých látek nebo léčivé přípravky, které jsou 
určeny a účelně podávány k příznivému ovlivňování zdraví lidí nebo zvířat. Tento pojem také 
zahrnuje farmaceutické suroviny, meziprodukty a přísady používané k výrobě léků [1]. 
Léčivá látka  
 Léčivé látky jsou látky určené k tomu aby byly součástí léčivého přípravku, které 
způsobují jeho účinek. Tento účinek je zpravidla farmakologický, imunologický nebo spočívá 
v ovlivnění metabolismu. Tyto látky mohou být původu lidského, živočišného, rostlinného 
nebo chemického [2]. 
 Léčivými látkami jsou nejčastěji chemické substance s přesně definovanou strukturou 
(chemická individua), ale mohou jimi být i složité směsi různých látek, jejichž struktura 
nemusí být zcela přesně vymezena. To mohou být například předepsaným způsobem 
upravené suroviny přírodního původu, např. sušené části rostlin, silice, výtažky apod.[3, 4, 6] 
Léčivý přípravek  
 Léčivým přípravkem se rozumí látka nebo kombinace látek, která má léčebné nebo 
preventivní vlastnosti v případě onemocnění lidí nebo zvířat nebo kterou lze použít u lidí či 
zvířat nebo podat lidem či zvířatům, a to za účelem obnovy, úpravy nebo ovlivnění 
fyziologických funkcí prostřednictvím farmakologického, imunologického nebo 
metabolického účinku nebo za účelem stanovení lékařské diagnózy. Za léčivý přípravek se 
rovněž považuje látka nebo kombinace látek prezentovaná s tím, že má léčebné nebo 
preventivní vlastnosti v případě onemocnění lidí nebo zvířat [2]. 
Léková forma  
 Vzhledem k tomu, že léčivou látku obvykle nelze z praktických důvodů pacientovi 
podávat, je třeba ji zpracovat do léčebného přípravku. To se děje přidáním různého množství 
pomocných látek a následným technologickým procesem, z něhož vyjde hotový výrobek, 
který je nakonec naplněn do obalu a připraven k podání pacientovi. Léčivý přípravek tak 
může mít nejrůznější podobu (např. tablety, kapky, čípky, injekce atd.), která vychází z toho 
jakým způsobem bude přípravek užíván. Tato konečná podoba léčivého přípravku se označuje 
jako léková forma [4, 6]. 
Lék a zákon vzniku léku  
 Léky jsou pak označovány léčivé látky a léčivé přípravky uvedené do definitivní podoby, 
v jaké se podávají pacientovi [4]. 
 Zákon vzniku léku říká, že léčivé látky jsou za pomoci vhodného technologického procesu 
a pomocných látek upraveny na léčivý přípravek v určité podobě, který je pak ve vhodný 
okamžik podán pacientovi a stává se tak lékem schopným ovlivnit zdravotní stav pacienta [5]. 
 
Léčivá látka → léčivý přípravek → lék 
 
2.1.1. Rozdělení léčiv  
 V současném lékařství se používá mnoho léčiv vyráběných farmaceutickým průmyslem. 
Tento průmysl přichází na trh neustále s novými výrobky, které se nejčastěji třídí do skupin 





 Analgetika jsou látky používané ke snížení až potlačení bolesti (řec. Analgetos = 
bezbolestný). 
• Celková anestetika 
 Anestetika jsou látky, které působí na CNS za účelem potlačení bolesti. Jsou 
používána např. při chirurgických zákrocích a operacích. Pod pojmem celková anestézie 
se rozumí stav bez bolesti, ztráta vědomí, inhibice senzorických a autonomních reflexů, 
relaxace kosterního svalstva apod. 
• Sedativa a hypnotika 
 Léčiva z této skupiny způsobují zklidnění CNS, často provázené i zmírněním stavů 
úzkosti. Útlum CNS způsobený vyššími dávkami sedativ navozuje stav podobný 
přirozenému spánku. V takovém případě pak hovoříme o hypnotikách. 
• Psychofarmaka 
 Psychofarmaka jsou látky, které ovlivňují lidskou psychiku a které se používají při 
léčení různých duševních poruch. Psychofarmaka potlačují projevy těžkých psychóz, 
odstraňují neurózy, zlepšují náladu a stimulují aktivitu CNS. 
• Lokální anestetika a myorelaxancia 
 Účinkem těchto léčiv je dočasné potlačení nebo úplná blokáda šíření nervového 
vzruchu reverzibilním zablokováním receptorů sodíkových kanálů v neuronálních 
membránách. 
• Antitusika a expektorancia 
 Antitusika a expektorancia jsou léčiva ovlivňující funkce dýchacího traktu. Antitusika 
jsou látky potlačující četnost a intenzitu kašle, expektorancia jsou látky, které napomáhají 
odstranit nadbytečný sekret z dýchacích cest. 
• Léčiva vegetativní nervové soustavy 
• Antialergika a antihistaminika 
 Skupina léčiv, které potlačují alergické příznaky nebo přímo alergie. 
• Léčiva oběhové soustavy 
 Jedná se o léčiva, která upravují činnost oběhové soustavy např. při nedostatečném 
výkonu srdce, nepravidelné srdeční činnosti, arteroskleróze, trombóze apod. 
• Léčiva trávicí soustavy 




• Protiinfekční a protiinvazní látky 
 Rozsáhlá a velmi používaná skupina léčiv, která působí jak preventivně proti infekcím 
(dezinficencia a antiseptika), tak také potlačuje různé typy již vzniklých infekcí 
(antibakteriální, antimykotická, antivirová a antiprotozoární chemoterapeutika a 
antibiotika). 
• Chemoterapeutika zhoubných nádorů 
 Jedná se o léčiva, která snižují počet zhoubných rychle rostoucích rakovinových buněk 
(tzv. maligních) v organismu. Opakují-li se léčebné kůry s dostatečnou frekvencí, lze 




 Antibiotika tvoří skupinu léčiv z oblasti protiinfekčních látek používaných k léčbě nebo 
prevenci různých infekčních onemocnění. Obvykle se definují jako látky produkované 
různými mikroorganismy, ale i plísněmi, rostlinami či živočichy, se schopností inhibovat růst 
a množení jiných mikroorganismů (navozují bakteriostázu), nebo je usmrcovat (působí 
baktericidně). Většinou se jedná o látky účinné proti bakteriím a plísním, ale některá mohou 
být účinná i proti prvokům a hlísticím. Většina zvláště starších antibiotik má přirozený původ, 
ale v dnešní době je stále více antibiotik vyvíjeno polosyntetickou či čistě syntetickou cestou. 
Pod pojmem antibiotika můžeme tedy chápat všechny látky s antimikrobním účinkem, 
uplatňujícím se systémově, bez ohledu na to, zda jsou to látky přirozené nebo syntetické. Jako 
chemoterapeutika jsou označovány právě synteticky připravované látky, které se v přírodě 
nevyskytují, ale mají antimikrobní účinky [6, 7].  
 V dnešní době je použití těchto látek velmi rozsáhlé v mnoha oblastech, především 
v lékařství a zemědělství. Zvířata spotřebují až 60 % antibiotik nejen při veterinární léčbě ale i 
jako doplněk krmiv. Nadměrné užívání antibiotik má však i negativní dopad, např. vznik 
rezistence mikroorganismů, snížená aktivita přátelských bakterií, alergické reakce apod.  
 Antibiotika jsou v těle lidí a zvířat metabolizována a vylučována močí nebo stolicí. 30 až 
90 % antibiotik se však vylučuje v aktivní formě [8].  Takto se antibiotika v původní nebo 
metabolizované formě dostávají poměrně ve velkém množství do životního prostředí, kde 
jsou toxické především pro vodní organismy. 
 . 
2.2.1. Historie 
 Počátek antibiotik sahá do konce 19. století, kdy v roce 1888 německý vědec 
E. de Freudenreich izoloval sekreci vylučovanou bakterií Bacillus pyoceaneus. Tato látka 
zpomalila růst jiných bakterií ve svém okolí  a byla toxická pro mnoho bakterií způsobujících 
nemoc. Bohužel vysoká toxicita této látky a její nestabilní charakter znemožnily její použití 
jako účinného a bezpečného antibiotika [6, 9]. 
 V roce 1896 francouzský lékař Ernest Duchesne zaznamenal, že určité plísně rodu 
Penicilium ničí bakterie. Brzy nato však zemřel a jeho výzkum byl zapomenut. Až v roce 
1927 skotský lékař Alexander Fleming zjistil, že plíseň Penicilinum notatuem, která byla 
omylem zanesena do Petriho misky, kde na agarových plotnách pěstoval bakterie, vylučuje 
látku, která zastavuje růst bakterií. Pochopil, že tato látka může mít obrovský užitek pro 
medicínu. Ačkoliv nebyl schopen rafinovat sloučeninu, popsal objev ve vědecké literatuře 
v roce 1929. Protože plíseň byla druhu Penicilium, nazval tuto sloučeninu penicilin, který se 
tak stal prvním účinným antibiotikem. K úspěšné rafinaci aktivní složky, která se povedla 
týmu pod vedením Howarda Waltera Floreye, došlo až v roce 1940, kdy bylo do tohoto 
výzkumu vynaloženo mnoho prostředků. Látka byla rychle a s vysokými úspěchy aplikována 
na klinických případech. V roce 1945 dostali Alexander Fleming, Howard Florey a německý 
biochemik Ernest Chain Nobelovu cenu za objev penicilinu a jeho léčebného účinku na různé 
infekční choroby [6, 9]. 
 Americký biochemik ruského původu Selman Abraham Waksman se svými 
spolupracovníky oznámil v roce 1944, že objevil nový druh antibiotik. Tato látka v sobě 
obsahovala plíseň Streptomyces. Nové antibiotikum dostalo název streptomycin. Bylo to 
první nepenicilinové antibiotikum a první antibiotikum účinné proti tuberkulóze. I on dostal 
za svůj objev Nobelovu cenu [6, 9]. 
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 Výzkum dalších druhů plísní a jiných mikroorganismů ukázal až dosud neznámou úroveň 
chemického boje proti bakteriím. Nová antibiotika byla rychle objevována a začala se široce 
používat [6, 9]. 
 
2.2.2. Rozdělení 
 Antibiotika se používají především proti infekčním onemocněním bakteriálního typu, ale i 
jako prevence. Vzhledem k velikému množství antibiotik, jejich strukturní rozmanitosti a 
neustálé výrobě stále nových antibiotik není jejich rozdělení nijak pevně určeno. Nejčastěji se 
však uvádí rozdělení: 
 
2.2.2.1. Podle spektra účinnosti  
 Antimikrobní spektrum je výčet mikrobiálních druhů a kmenů, které jsou citlivé k účinkům 
určitého protiinfekčního chemoterapeutika [10]. 
 Antibiotika, která mají úzké spektrum účinnosti, působí jen na omezenou skupinu 
mikroorganismů a pravděpodobnost zásahu infekčního agens je tak menší než u antibiotik 
širšího spektra. Musí se více opírat o výsledky mikrobiologického vyšetření. Léčí však 
cíleněji a šetrněji [10]. 
 Širokospektrá antibiotika blokují růst velkého množství různých mikrobiálních kmenů, 
včetně těch normálně přítomných v organismu. Výsledkem jejich působení je nejen likvidace 
patogenních agens, ale i hluboký zásah do normální mikroflóry. Jsou přednostně používána 
k terapii onemocnění vyvolávaných určitým typem zvlášť těžko zvládnutelných a často 
multirezistentních mikroorganismů [10]. 
 
2.2.2.2. Podle typu účinku  
 Rozdělení podle typu účinku rozeznává dvoje označení: bakteriostatická a bakteriocidní 
antibiotika. Baktericidní antibiotika přímo usmrcují mikroorganismy – vyvolávají v nich 
ireverzibilní změny, kdežto bakteriostatická antibiotika pouze zastavují nebo narušují růst a 
množení bakteriálních buněk – jde o změny reverzibilní, pokud netrvají příliš dlouho [11]. 
 
2.2.2.3. Podle místa a mechanismu účinku [10, 11] 
• Zásah do tvorby buněčné stěny 
• Narušení cytoplazmatické membrány 
• Inhibice proteosyntézy  
• Látky bránící transkripci  
• Inhibice metabolismu bakteriální buňky  
 
2.2.3. Mechanismus účinku  
 Mezi strukturou léčiva (antibiotika) a místem jeho účinku (receptorem) existuje vzájemná 
souvislost na molekulové úrovni. Receptor je vysoce specificky uspořádané místo v cílové 
biomolekule, na kterou se váže molekula léčiva, a tak spouští sled reakcí, jejichž výsledkem je 
poškození nebo zánik buňky [6, 10, 11, 12]. 
 Mechanismus účinku charakterizuje způsob a místo zásahu antibiotika do systému 
bakteriální buňky. Některá antibiotika mohou působit i více mechanismy zároveň. Jak už bylo 
uvedeno v kapitole 2.2.2.3. může být několik mechanismů účinku [6, 10, 11, 12]:  
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• Inhibice buněčné stěny. Dochází k navázání molekul účinné látky na specifická 
vazebná místa, čímž inhibují transpeptidázy, které jsou nutné k tvorbě peptidoglykanů 
v bakteriální buněčné stěně. Při růstu vznikají buňky s defektní buněčnou stěnou, které nejsou 
schopné odolávat vysokému osmotickému tlaku, který je uvnitř mikrobů a dochází tak k jejich 
zániku. Antimikrobiální látky působící tímto mechanismem působí jen v době růstu 
mikroorganismů, ale mají baktericidní účinek.  
 
• Narušení cytoplazmatické membrány. Tyto látky mají lipofilní i lipofóbní skupiny, 
které umožní jejich průnik do plazmatických membrán mikrobů. Naruší jejich strukturu. 
Porucha permeability membrán naruší iontovou rovnováhu a dojde k zániku buňky.  
 
• Inhibice proteosyntézy. Účinek spočívá v blokování syntézy buněčných proteinů. 
Působí převážně bakteriostaticky.  
 
• Látky bránící transkripci. Tyto látky narušují správné prostorové uspořádání DNA 
nebo brání zahájení tvorby řetězce.  
 
• Inhibice metabolismu bakteriální buňky.  
 
          Tabulka 1. Přehled antibiotik a jejich mechanizmů účinku [12] 






inhibice kondenzace acetyl-D-alanyl-D-alaninu 
fosfomycin pyruvyltransferáza 
buněčná stěna 
bacitracin syntéza fosfolipidů 
polymyxiny fosfolipidy 
azoly syntéza egosterolu 




aminoglykosidy blokace vytvoření iniciačního komplexu 
tetracykliny brání navazování AMK na aminoacidové místo 





chinolony inhibice DNA-gyrázy 
nukleové kyseliny 
rifampicin inibice RNA-plymerázy 
sulfonamidy brání tvorbě kyseliny listové 
syntéza kys. listové 
trimethoprim interferuje s reduktázou kys. dihydrolistové 
 
2.2.4. Sulfonamidy 
 Sulfonamidy patří k prvním významným klinicky používaným antimikrobním látkám. 
Jedná se o deriváty p-aminobenzensulfonamidu (sulfanilamidu) obsahující benzenové jádro 
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s aminoskupinou (NH2) a sulfonamidovou skupinou (SO2NH2) [12]. Jejich zavedení do 
klinické praxe ve 30. letech 20. století znamenalo počátek moderní éry antimikrobiální 
chemoterapie. Úplně prvním úspěšně terapeuticky používaným chemoterapeutikem bylo 
červené barvivo prontosil. Šlo o pro-léčivo, které působilo až po metabolické konverzi 
v organismu na vlastní účinný produkt – sulfonilamid. Ten se tak stal základním 
sulfonamidem, od kterého byly později různými substitucemi odvozeny další deriváty 
s odlišnými farmakokinetickými vlastnostmi [10, 13, 14, 15]. 
 Sulfonamidy se řadí mezi širokospektrá, bakteriostaticky působící chemoterapeutika, která 
jsou využívána především v terapii infekcí močových cest, horních a dolních dýchacích cest a 
některých dalších infekcí. Poměrně nízká aktivita a rychlý vývoj rezistence byly hlavními 
důvody, proč bylo od terapie sulfonamidy z velké části upuštěno. Z dřívějšího velkého počtu 
odvozených účinných látek ze skupiny sulfonamidů zůstalo v dnešní době pouze několik 
zástupců, které se používají už jen jako alternativní léčba. Stále se však ještě uplatňují 
především v kombinaci s jinými látkami, jako je např. trimethoprim. Při této kombinaci 
dochází ke spojení dvou odlišných mechanismů účinku těchto dvou látek, tj. inhibice kyseliny 
listové a blokády její další funkční přeměny, což vede k synergismu [10, 12, 16, 15]. 
 I přes útlum v používání jsou zatím pátou nejvíce používanou skupinou veterinárních 
antibiotik v EU. Ve Velké Británii a Nizozemí jsou dokonce na druhém místě nejvíce 
používaných veterinárních antibiotik – v roce 2002 to bylo přibližně 82 tun za rok, což činí 
21 % celkové produkce veterinárních antibiotik v těchto zemích [17]. 
                 
Obrázek 1: Obecný vzorec sulfonamidu         Obrázek 2: Prontosil 
 
 
                                                Obrázek 3: Sulfanilamid 
 
2.2.4.1. Rozdělení sulfonamidů [18, 19] 
 Sulfonamidy se rozdělují především podle jejich poločasu biologické eliminace: 
• s krátkým poločasem – sulfanylurea, 
• se středně dlouhým poločasem – sulfadiazin, sulfametoxazol, 
• s dlouhým poločasem – sulfametoxydiazin,  
• s velmi dlouhým poločasem – sulfametopyrazon, 
Existuje také skupina málo rozpustných sulfonamidů, mezi které patří např. sulfaguanol.  
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2.2.4.2. Mechanismus účinku  
 Mechanismus účinku sulfonamidů spočívá hlavně v inhibici syntézy kyseliny listové a 
v částečné inhibici dalších enzymů např. dehydrogenázy nebo karboxylázy, což vede k 
útlumu bakteriální respirace. Sulfonamidy jsou strukturní analogy extracelulární kyseliny                  
p-aminobenzoové, s níž kompetují o enzym dihydropteroátsyntetasu. Tímto způsobem 
sulfonamidy brání syntéze bakteriálního růstového faktoru kyseliny listové. Vytváří se tak 
pouze její nefunkční analoga. Sulfonamidy jsou proto účinné pouze na bakterie, které musí 
syntetizovat svoji kyselinu listovou. Tato kyselina, resp. její aktivní metabolit, funguje jak 
v bakteriálních, tak v savčích buňkách jako přenašeč jednouhlíkatých zbytků při syntéze 
purinů (prekurzorů nukleových kyselin), potřebných pro buněčný růst a množení. Tím, že 
savci využívají kyselinu listovou z diety a nemají schopnost ji syntetizovat, inhibují 
sulfonamidy selektivně pouze mikrobiální růst. Působí tedy především bakteriostaticky [12, 
16, 15]. 
 
2.2.4.3. Farmakokinetika  
 Řada sulfonamidů se rychle a dobře absorbuje z gastrointersticiálního traktu (z 80 – 
100 %). Nejvyšších sérových koncentrací dosahují za 4 – 6 hodin po podání a jejich výše jsou 
dány vlastnostmi jednotlivých derivátů. Biologický poločas u krátkodobě účinných 
sulfonamidů je kratší než 8 hod, u sulfonamidů se středně dlouhým poločasem 8 – 15 hod a u 
sulfonamidů s dlouhým poločasem 24 – 48 hod. Vyšších koncentrací dosahují v nadledvinách 
a střevní sliznici. Sulfonamidy dobře penetrují do nitrooční tekutiny. Snadno se dostávají do 
fetálního oběhu, nízké koncentrace jsou v mateřském mléce. Koncentrace ve žluči bývají 
nízké [12, 14]. 
 Sulfonamidy se vylučují především ledvinami (z 60 – 90 %), zbytek odchází stolicí. 
Vylučují se částečně jak v nezměněné formě, tak jako metabolity. V moči se objevují volné 
aktivní sulfonamidy, neúčinné acetylované metabolity a glukonoridy. Pro renální exkreci má 
význam především glomerulární filtrace, částečně i tabulární sekrece. Na konečném 
vyloučeném množství se může podílet reabsorbce volného sulfonamidu v tubulech. 
Sulfonamidy s krátkým poločasem rozpadu jsou vylučovány rychle, téměř vůbec nejsou 
reabsorbovány, a ve vyšších koncentracích, zatímco sulfonamidy s dlouhým poločasem jsou 
vylučovány opožděně s významnou účastí zpětné reabsorbce, a proto i v nižších 
koncentracích [12, 15]. 
 







 Mr = 253,28 
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 Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Prakticky nerozpustný ve vodě, rozpustný 
v acetonu, mírně rozpustný v 96% ethanolu, těžce rozpustný v teheru. Rozpouští se ve 






 Mr = 278,33 
 Nažloutlý prášek rozpustný v methanolu, diethyl etheru, mírně rozpustný ve 






 Mr = 249,29 






 Mr = 255, 31 
 Bílý nebo slabě nažloutlý krystalický prášek. Nerozpustný ve vodě, těžce rozpustný 
v 96% ethanolu, prakticky nerozpustný v dichlormethanu. Rozpouští se v roztocích 




 Analgetika tvoří skupinu léčiv, která snižují až potlačují pocit bolesti aniž by však výrazně 
ovlivňovaly smyslové vnímání a vědomí. Mnohá analgetika vykazují též protizánětlivý a 
antipyretický účinek. Přestože analgetika neléčí příčinu onemocnění, jejich podání může 
významně napomáhat vlastnímu léčení tím, že snižují zátěž a stres organismu způsobený 
bolestí, zánětem a zvýšenou teplotou. Vzhledem k těmto vlastnostem jsou ve zdravotnictví 
hojně využívána. Mnohé z nich nebývají ani na předpis, což jejich používání zvyšuje. Stejně 
jako ostatní používaná léčiva se v nezměněné nebo metabolizované podobě mohou dostávat 
do životního prostředí [6]. 
 
2.3.1. Historie léčby bolesti 
 Historie léčby bolesti je snad stejně stará jako lidstvo samo. Lidstvo se odjakživa snažilo 
bránit bolesti všemi možnými způsoby. Nejstarším způsobem tlumení bolesti byla stimulace 
akupunkturních bodů, kterou k dokonalosti dovedli staří Číňané. Staří Řekové zase používali 
elektroléčbu bolesti, kdy revmatické bolesti kloubů léčili opakovanými elektrickými výboji 
úhoře Scriborinus longum. Základ léčby bolesti však tvořila již dlouho před naším letopočtem 
„farmakoterapie“. Prvními léky proti bolesti byly rostlinné výtažky a alkoholické nápoje. 
Prvním používaným lékem byla maková šťáva rozšířená normandskými obchodníky ze Sýrie. 
Znalost účinků opia měli i Řekové a Římané. Osobní lékař císaře Nerona vymyslel lék 
theriak, který se používal jak při nespavosti, tak při léčbě silné bolesti a jehož základní 
složkou bylo právě opium. 
 Do Evropy se opium dostalo v období renesance. Na rozvoji jeho používání se významně 
podílel švýcarský lékař Paracelsus, který vynalezl opiovou tinkturu. V 18. a 19. století bylo 
opium dodáváno lékárníkům a lékařům jako lék proti bolesti a sedativum. V roce 1805 
německý lékárník Serturner izoloval z opia bílý prášek, morfin, který se začal hojně používat 
k tišení bolestí. Díky těmto poznatkům a neustále se rozvíjející farmakologii pak následoval 
vývoj mnoha dalších léků tišících bolest [21]. 
  
2.3.2. Rozdělení analgetik 
 Analgetika se dělí podle míry a mechanismu účinku na analgetika narkotická, nazývaná 
též anodyna a na analgetika-antipyretika [6, 22]. 
 
2.3.2.1. Analgetika-anodyna 
 Používají se ke zvládnutí silné bolesti. Tyto látky však vyvolávají ve vyšších dávkách 
kromě potlačení bolesti také spánek nebo ztrátu vědomí, proto také označení narkotická. 
Jedná se o agonisty opioidních receptorů v mozku. Nejstaršími a nejznámějšími analgetiky 
tohoto druhu jsou přírodní morfiny izolované z opia [6, 22]. 
 
2.3.2.2. Analgetika-antipyretika 
 Tato léčiva se používají k potlačení mírnějších bolestí, horečky a různých zánětů. 
Představují neustále se vyvíjející a velmi často používanou skupinu léčiv. Veškerá analgetika 
tohoto druhu vykazují kromě analgetického rovněž antipyretický a protizánětlivý účinek [6, 
22]. 
 Z hlediska chemické struktury lze nenarkotická analgetika rozdělit na deriváty anilinu, 
deriváty kyseliny salicylové, deriváty kyseliny anthranilové, deriváty 2-arylalkanových 
kyselin, tzv. kyselé enol-deriváty a další. Nejznámějším derivátem kyseliny salicylové je 
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kyselina acetylsalicylová (aspirin), která byla syntetizována v r. 1853 a je používána dodnes 
[6, 22]. 
 
2.3.3. Mechanismy účinku 
 
2.3.3.1. Mechanismus účinku analgetik-anodyn 
 Analgetika-anodyna ovlivňují specifické receptory pro vnitřní opiáty endorfiny a 
enkefaliny, které jsou umístěny roztroušeně v míše a v různých částech mozku.      
Analgetika-anodyna stimulují tyto opioidní receptory. Výsledkem vazby těchto látek na 
opioidní receptory je účinné blokování převodu bolestivých impulsů a navození psychického 
stavu, charakterizovaného jako blažený klid. Na rozdíl od jiných toxikomanicky 
zneužívaných látek mají tedy opiáty sedativní, tlumivé účinky, naopak podráždění a agresivní 
projevy se po nich vyskytují vzácně [22]. 
 
2.3.3.2. Mechanismus účinku analgetik-antipyretik 
 Podstatou účinku je inhibice enzymu cyklooxygenázy, která je součástí většího 
enzymového komplexu nazývaného prostaglandin-syntetáza. Tento enzymový komplex 
katalyzuje syntézu prostaglandinů z výchozího substrátu – kyseliny arachidonové. Tato 
nenasycená mastná kyselina tvoří přirozenou součást lipidů buněčných membrán a je 
výchozím zdrojem pro syntézu prostaglandinů i leukotrienů, které společně tvoří skupinu 
ikosnaoidů, což jsou tkáňové hormony důležité pro přenos zánětlivých a imunitních reakcí. 
Účinné láty těchto léků jako inhibitory syntézy prostaglandinů můžou mírnit převod 
bolestivých impulzů na úrovni CNS. Centrální mechanismus účinku těchto látek se však 
uplatňuje hlavně při potlačení horečky a je dán jejím zásahem do termoregulační zóny 
umístěné v hypotalamu [6, 22]. 
 




 2-hydroxybenzoová kyselina 
 Mr = 138,12 
 Bílý krystalický prášek, bílé nebo bezbarvé jehlicovité krystalky. Je těžce rozpustná ve 
vodě, snadno rozpustná v 96% ethanolu a v etheru, mírně rozpustná v dichlormethanu. 
[20] 
 Aspirin (kyselina acetylicylová) byla po mnoho desetiletí hojně používána jako 
protizánětlivá látka. Později byl aspirin z části nahrazen ibuprofenem, který je stejně 





 (2RS)-2-(4-isobuthylfenyl)propanová kyselina 
 Mr = 206,28 
 Bílý krystalický prášek nebo bezbarvé krystaly. Prakticky nerozpustný ve vodě, 
snadno rozpustný v acetonu, v methanolu a v dichlormethanu. Rozpustný ve zředěných 
roztocích alkalických hydroxidů a uhličitanů [20]. 
 Jednoduchý derivát fenylpropionové kyseliny. V dávkách okolo 2400 mg denně má 
protizánětlivý účinek odpovídající 4g kyseliny acetylsalicylové. Při nižších dávkách má 




 (2S)-2-(6-metoxynaftalen-2-yl)propanová kyselina 
 Mr = 230,26 
 Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Je prakticky nerozpustný ve vodě, dobře 
rozpustný v 96% ethanolu a v methanolu, mírně rozpustný v etheru [20]. 
Derivát propionové kyseliny. Velmi používaný především v USA, Skandinávii a 





  (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanová kyselina 
 Mr = 254,28 
 Derivát kyseliny propionové. Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Je prakticky 
nerozpustný ve vodě, snadno rozpustný v acetonu, v 96% ethanolu a v dichlormethanu 
[20, 23]. 
Je vhodný zejména u zánětlivých revmatických chorob, které nejsou příliš aktivní 
nebo u mimokloubních forem revmatických chorob. Na trhu je ketoprofen pod 
označením Orudis nebo Profenid [90]. 
 
Diklofenak, sodná sůl 
 
 Natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}acetát 
 Mr = 318,13 
 Bílý nebo slabě nažloutlý krystalický slabě hygroskopický prášek. Je mírně rozpustný 
ve vodě, snadno rozpustný v methanolu, dobře rozpustný v 96% ethanolu, těžce rozpustný 
v acetonu. Taje při asi 280 °C za rozkladu [20]. 
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 Derivát fenyloctové kyseliny. Má obvyklé protizánětlivé účinky, analgetické a 
antipyretické účinky [23]. 
 
2.4. Biotransformace léčiv 
 Biotransformace je souhrn biochemických reakcí, kterými jsou endogenní i exogenní látky, 
a tedy i léčiva, přeměňovány na metabolity. Léčiva nebo jiná xenobiotika vpravená do 
organismu mohou být vyloučena v nezměněné podobě nebo může dojít k jejich 
biotransformaci pomocí řady enzymů. Přitom může dojít k jejich deaktivaci, tzv. 
biodegradaci, nebo se stávají farmakologicky aktivnější, tzv. bioaktivace [24, 25, 26]. 
 Nejdůležitějším biotransformujícím orgánem jsou játra, u některých léčiv ledviny. Méně  
často se účastní metabolismu i další tkáně (včetně krevní plazmy, střevní stěny aj.), kde jsou 
přítomny enzymy účastnící se hydrolýzy [26]. 
 Působení a účinek léčiv na organismus závisí nejenom na dávce či koncentraci v prostředí, 
ale také na způsobu jakým se léčivo v organismu chová. Léčivo může být do organismu 
vpraveno různými způsoby. Aby však mohlo dojít k biotransformačním procesům, musí 
nejdříve dojít k přestupu přes buněčné membrány [27].  
 Biotransformační děje je možno rozdělit na čtyři fáze (obr. 4). Fáze I zahrnuje děj, kterými 
se léčiva (X) přeměňují na metabolity více rozpustné ve vodě (XOH). Tyto metabolity mohou 
podléhat konjugačním dějům na konjugáty (XOR) ve fázi II. Metabolity XOH i XOR se 
transportují z buňky do extracelulárního prostoru prostřednictvím určitých přenašečových 
systémů. Tyto transportní děje se zařazují do fáze III. Metabolity jsou poté vylučovány buď 
žlučí nebo močí. Pokud metabolity podléhají další metabolické transformaci, pak se tyto 
procesy zahrnují do fáze IV. Také látky, které nebyly biotransformovány (X), se vyloučí 




 Obrázek 4: Schéma biotransformace a exkrece látek [26] 
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 Po biotransformaci jsou metabolity spolu s nezměněnou formou léčiva vyloučeny z těla. 
Nejdůležitějším orgánem vylučujícím léčiva do zevního prostředí jsou ledviny. Další 
důležitou formou exkrece je vylučování stolicí, popř. plícemi. Ostatní způsoby exkrece, jako 
potem, slinami, slzami apod., nejsou z kvantitativního hlediska významné [28]. 
 
2.5. Léčiva v životním prostředí 
 Antibiotika i analgetika jsou v dnešní době důležitou skupinou léčiv moderní medicíny. 
Jejich spotřeba stále více roste. Antibiotika včetně tetracyklinů a sulfonamidů jsou široce 
využívána nejen k léčbě a prevenci infekcí u lidí, ale i ve veterinární medicíně. Jde např. o 
léčiva podporující růst hospodářských zvířat, která se nejčastěji přidávají do krmiv, léčiva pro 
ryby, drůbež a mnoho dalších. Analgetika se zase hojně používají pro zmírnění bolestí nebo 
snížení horečky. Vzhledem k tomu že tyto látky nebývají vždy kompletně eliminovány 
v lidském ani zvířecím těle, dostávají se do životního prostředí, kde dochází k ovlivnění 
přírodních ekosystémů. Často tato rezidua mají podobné fyzikálně-chemické vlastnosti jako 
ostatní škodlivá xenobiotika, která jsou perzistentní nebo vyvolávají nepříznivé účinky. Proto 
je těmto látkám jako potenciálním polutantům věnována stále více se zvyšující pozornost [27, 
29, 30, 31]. 
 Humánní a veterinární léčiva se neustále dostávají do životního prostředí především jako 
důsledek průmyslových procesů, nevhodným a neúčinným používáním nebo metabolickým 
vylučováním [31]. Vylučováním z organismu (lidského i zvířecího) nejčastěji močí nebo 
stolicí se do životního prostředí dostávají jako směs metabolitů nebo nezměněných látek.  
Cesty a množství vstupu léčiv do životního prostředí mohou být různé. Záleží na druhu léčiv, 
na množství a způsobu používání, na schopnostech organismu odbourat tyto látky, na 
účinnosti vylučování apod. V životním prostředí pak může docházet k různým transportům, 
přeměnám a chování těchto látek [32, 33, 34]. 
 Obrázek 5 znázorňuje předpokládané chování a cyklus různých typů léčiv v životním 
prostředí. Je třeba rozdělit tato léčiva na léčiva humánní (F1) a léčiva veterinární (F2). 
Veterinární léčiva lze pak ještě rozdělit na léčiva podporující růst hospodářských zvířat, 
kokcidiostatika pro drůbeže (F3), léčiva pro léčbu hospodářských zvířat na polích (F4) a 
přídavky do krmiv pro ryby (F5). Humánní léčiva se v moči nebo stolici dostávají do 
kanalizace (F6) a následně pak do čistírny odpadních vod (ČOV) (F7) [32, 33]. 
 Jako v případě ostatních xenobiotik i osud léčiv může být rozdělen do tří skupin: 
1) Látka je v konečné fázi mineralizována na CO2 a vodu, např. aspirin. 
2) Látka je liofilní a neochotně dochází k její degradaci, takže určitá část této látky zůstává 
v nezměněné podobě ve výkalech. 
3) Původní liofilní látka je metabolizována do hydrofilnější formy avšak stále je poměrně 
perzistentní. To má za následek, že látka vstupuje do odpadních vod a ČOV (F9) a v konečné 
fázi se dostává až do vod povrchových (F10). Zde, pokud se jedná o metabolity biologicky 
aktivní, múže působit na vodní organismy (F11). Látky, které mají schopnost zůstávat 
v aktivovaném kalu, se mohou při rozprostírání tohoto kalu na polích (F12) dostat do půdy a 
ovlivňovat zde přítomné mikroorganismy a jiné prospěšné organismy a procesy. Veterinární 
léčiva použitá u hospodářských zvířat se většinou dostávají do hnoje (F13). Při hnojení 
zemědělské půdy tímto hnojem nebo močůvkou pak mohou mít také vliv na půdní organismy 
(F14) [32, 35]. 
 Během dešťů může docházet ke splachu a látky se tak mohou dostat do vodního prostředí 
(F15). Veterinární léčiva aplikovaná zvířatům na polích bývají vylučována močí nebo výkaly 
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přímo do půdy (F16), kde opět dochází k vlivu na mikroorganismy a jiné prospěšné 
organismy či procesy (F17). V půdě může dojít k rozkladu těchto látek nebo se mohou dostat 
do podzemních vod. Léčiva použitá při chovu ryb se mohou přímo dostávat do povrchových 
vod, protože mnoho metod léčby ryb je založeno na přídavku antibiotik a chemoterapeutik do 
potravy. Značná část této potravy pak může klesnout až na dno, kde dochází k její akumulaci 
a následnému ovlivnění vodních organismů.  
 Část humánních léčiv se do kanalizace dostává také jako odpad z domácností, např. léky 
s prošlou expirační dobou (F19) [32, 35, 34]. 
 
 
  Obrázek 5: Osud a efekty léčiv v životním prostředí [33] 
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2.5.1. Léčiva v ČOV a vodním prostředí 
 Jak už bylo zmíněno, humánní a veterinární léčiva se do vodního prostředí mohou dostat 
různými cestami.  Jedna z nejvýznamnějších cest vstupu léčiv do vodního prostředí je z ČOV, 
kdy některá léčiva během čistícího procesu nejsou zcela odstraněna a zůstávají v odtokové 
vodě [31, 36, 37]. Odstraněné množství během čisticího procesu se celkově pohybuje 
v rozmezí 60 – 90 % pro středně polární léčiva. Polární antibiotika bývají eliminována 
poměrně neúčinně vzhledem ke svým hydrofilním interakcím. Velká část látek v odpadních 
vodách bývá totiž odstraněna absorpcí na aktivovaný kal, která je částečně zprostředkována 
hydrofobními interakcemi, proto je odstranění těchto látek málo účinné [29]. Studie 
biodegradace několika klinicky důležitých antibiotik prokázaly, že žádný z testů, které byly 
provedeny, nelze označit jako skutečně biorozložitelný [8]. Proto určité množství těchto, ať už 
původních nebo metabolizovaných, látek zůstává v odtokové vodě z ČOV, a následně se tak 
dostávají přímo do povrchových vod. Nalezeny byly ve vodních systémech jako jsou malé 
potoky, velké řeky, jezera, podzemní vody nebo moře [8, 29, 31, 36]. 
 Koncentrace léčiv naměřené v povrchových vodách jsou velmi nízké na to, aby mohly 
způsobit akutní toxicitu u vodních organismů. Avšak trvalá expozice těchto látek má za 
následek mnoho jemných účinků na necílových organismech, jako jsou např. metabolické či 
reproduktivní změny. Mohou také způsobovat rezistenci virulentních bakterií, které jsou 
příčinou různých onemocnění. Jsou také nebezpečná pro prospěšné sladkovodní či mořské 
mikrobiální bakterie zodpovědné za denitrifikaci, fixaci dusíku a organické rozklady [8]. 
 Rezidua léčiv nacházející se ve vodním prostředí se nevyskytují samostatně, ale častěji se 
jedná o jejich směs. Proto je třeba při odhadu možných rizik na vodní prostředí počítat s touto 
skutečností [38]. Testy toxicity směsí reziduí léčiv v malých koncentracích prokázaly účinky, 
které byly silnější než když tyto látky byly testovány samostatně. Účinky směsí byly také 
pozorovány u koncentrací, při kterých by rezidua samostatně nezpůsobovala žádné nebo jen 
velmi jemné účinky [8]. 
 
2.6. Stanovení léčiv ve vodách 
 Vlastní stanovení léčiv ve vodách (odpadních i povrchových) se dá v podstatě rozdělit do 
několika částí: odběr, zakonzervování, transport, uchování, úprava, extrakce a analýza 
vzorku. 
 V současné době patří k nejvíce používaným analytickým metodám pro stanovení léčiv 
kapalinová chromatografie (LC), především vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
(HPLC), plynová chromatografie (GC) a kapilární zónová elektroforéza (CZE). Kapalinová a 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie se používá nejčastěji ve spojení s hmotnostním 
spektrometrem ((LC)HPLC-MS, (LC)HPLC-MS-MS). Dále se pak používá s UV detektorem 
(HPLC-UV) nebo detektorem diodového pole (HPLC-DAD). Plynová chromatografie se 
také nejčastěji používá ve spojení s hmotnostním spektrometrem (GC-MS) nebo s použitím 
atomového emisního detektoru (GC-AED) [39, 40, 41, 42, 43]. 
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Obrázek 6: Analytické metody používané pro stanovení nejběžnějších léčiv v povrchových a  
                    odpadních vodách [78] 
 
2.6.1. Odběry vzorků  
 Správný způsob odběru reprezentativního vzorku je základní podmínkou pro úspěšné 
provedení všech potřebných zkoušek (analýz), kterým má být tento materiál podroben a také 
k získání správných výsledků. Špatně provedený odběr vzorku může být příčinou zkreslení 
nebo úplného znehodnocení konečného výsledku analýzy [44, 45]. 
 Vzorek je část materiálu, jenž má být analyzován, a základním požadavkem je, aby byl 
reprezentativní (průměrný). Reprezentativní znamená, že musí obsahovat všechny složky ve 
stejném hmotnostním nebo objemovém poměru, v jakém jsou zastoupené ve zkoušeném 
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materiálu a musí mít průměrné i další charakteristické znaky. Tento vzorek se postupně 
zpracovává  až vznikne analytický vzorek, což je část sledovaného materiálu upravená tak, 
aby bylo možno provést měření analytického signálu vedoucího k výsledku [44, 45]. 
 Při stanovení léčiv mají odběry vzorků povrchových i odpadních vod stejný průběh jako 
při stanovování jiných látek, proto jsou v této kapitole uvedeny jen nejzákladnější body. 
 
2.6.1.1. Odběry vzorků povrchových vod 
 V základním rozdělení povrchových vod můžeme uvést čtyři druhy: tekoucí vody (řeky, 
potoky), stojaté vody (jezera, přehrady, rybníky), moře a oceány a ledovce [46, 47]. V našem 
případě připadají v úvahu pouze tekoucí a stojaté vody. Při vzorkování povrchových vod je 
třeba brát v úvahu několik následujících bodů. 
 Program vzorkování (vzorkovací plán) určuje  četnost odběru, místo odběru, typ odběru 
a technické vybavení. Dále se v programu definují záznamy, které se o vzorku provedou, 
použité prvky systému jakosti a opatření bezpečnosti práce [46]. 
 Četnost odběru rozhoduje o reprezentativnosti vzorku v čase. Rozsah četnosti vzorkování 
může být od jednorázového odběru až po automatickou stanici s kontinuálním měřením a 
odběrem vzorků. Při určení četnosti a případně doby odběru povrchových vod je nutno 
přihlížet ke kolísání složení, které se může měnit v důsledku různých vlivů [46]. 
 Místo odběru. U tekoucích vod se zpravidla požaduje, aby místo odběru reprezentovalo 
celý průtočný profil. Pro odběr jsou proto vhodná místa s turbulentním prouděním. Vzorek se 
odebírá v proudnici v místě, kde protéká nejvíce vody. Zpravidla se odebírá jako hladinový. 
Při vzorkování stojatých vod (nádrží) rozhoduje kromě velikosti nádrže i účel vzorkování. Pro 
hodnocení jakosti vody v nádrži se používá odběr z lodě v podélném příčném profilu, buďto 
jako řada prostých vzorků, nebo se vytváří směsné vzorky. U hlubších nádrží se kromě 
hladinového vzorku odebírají i hlubinné vzorky [46]. 
 Typ odběru se volí podle účelu vzorkování, požadovaných stanovení a místních 
podmínek. U toků se zpravidla odebírá hladinový vzorek – jedná se o vzorek od hladiny do 
hloubky cca 30 cm. U nádrží se kromě hladinového provádí i hlubinný odběr [46]. 
 Množství vzorku se řídí rozsahem rozboru a určí se z množství vzorku požadovaného pro 
stanovení jednotlivých složek rozboru. Je nutné vždy počítat s rezervou vzorku pro případné 
opakování některého stanovení [48]. 
 Technické vybavení. Vzorek se odebírá buď přímo do vzorkovnice nebo s použitím 
vzorkovačů. Vzorkovače jsou přístroje a zařízení, která umožňují jednorázový nebo 
opakovaný odběr vzorku. Vzorkovnice jsou skleněné nebo plastové láhve. Pro odběr vzorků 
léčiv se používají především skleněné vzorkovnice [48, 43], které mohou být vyrobené 
z běžného sodno-vápenato-křemičitého obalového skla nebo pro speciální případy ze skla 
borokřemičitého. Tyto vzorkovnice je nutné předem pořádně vyčistit [48]. Jedna z možných 
variant je mít tyto vzorkovnice předem vymyté detergentem, vypláchnuté kyselinou a zahřáté 
na teplotu 450 °C po dobu 6 hodin [39]. Nejčastěji se používá kyselina chlorovodíková 
zředěná v objemu 1 : 3 nebo kyselina chromsírová. [48] Další variantou je trojité vypláchnutí 
vzorkovnic směsí methanolu a isopropylalkoholu v poměru 50 : 50 a poté mili-Q vodou [49]. 
Také se uvádí možnost vypláchnout vzorkovnice acetonem a poté zahřát na teplotu 280 °C 
[29]. Jiné speciální postupy předběžné přípravy vzorkovnic se uvádějí vždy v předpise či 
v normě stanovení sledovaného ukazatele [48]. 
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2.6.1.2. Odběry vzorků odpadních vod 
 Odebrat reprezentativní vzorek odpadní vody je, ve srovnání s přírodními vodami nebo 
pitnou vodou, velmi obtížné. Problém je zejména v nehomogenitě. Je nutno brát v úvahu také 
skutečnost, že složení odpadní vody kolísá v čase a prostoru. Při sestavování programu 
vzorkování je vždy nutno definovat, co mají vzorky reprezentovat [50].  
 Typická místa odběrů vzorků odpadní vody jsou přítok a odtok z ČOV. Často dochází 
k odběru vzorků i v průběhu procesu čištění, případně na kanalizační síti [51]. 
Vzorkování na přítoku ČOV  
 Odpadní voda na přítoku je značně nehomogenní médium. Zejména je-li více přítoků různé 
kvality, musí se dbát více pozornosti při výběru vhodného místa pro odběr vzorků. Toto platí, 
ať už dochází k odběru ručně nebo automatickým vzorkovačem [51]. 
Vzorkování během procesu čištění OV  
 Často je využíván směsný vzorek, jehož rozborem však získáme pouze údaje o 
průměrných hodnotách parametrů v daném dni [51]. 
Vzorkování odtoku z ČOV  
 Voda na odtoku z ČOV už je prakticky čistá a proto je odběr vzorků totožný odběrem 
tekoucích povrchových vod [51]. 
Technické vybavení 
 Stejně jako u odběru vzorků povrchových vod se u odběru vzorků vod odpadních nejčastěji 
používají předem vyčištěné skleněné vzorkovnice, u kterých dochází k nejmenším ztrátám 
léčiv adsorpcí na jejich stěny [52]. Metody pro čištění vzorkovnic jsou podobné jako při 
odběru vzorků povrchových vod. Pokud odebrané vzorky na odtoku z ČOV obsahují zbytky 
chloru, přidává se na jejich odstranění do vzorkovnic Na2S2O3. Experimenty ukázaly, že 
antibiotika s Na2S2O3 neragují [52]. 
 
2.6.2. Konzervace, doprava a skladování vzorků 
 Doba, která uplyne mezi odběrem a rozborem vzorku, by měla být co nejkratší. Nejlepší 
shody výsledků rozboru a jakosti odebrané vody můžeme očekávat u vzorků vod 
analyzovaných bezprostředně po odběru. Změnám ukazatelů však obvykle nelze zcela 
zabránit, ale je nutno tyto změny alespoň minimalizovat, popř. snížit rychlost těchto změn. 
Vždy je však potřeba zajistit, aby časový interval mezi odběrem a rozborem, a to i 
konzervovaného vzorku, byl co možno nejkratší [48]. 
 Konzervací vzorku se rozumí uchování stejných hodnot ukazatelů vzorku vody od doby 
odběru až do začátku rozboru. Úkolem konzervace vzorku je tedy zabránit změnám hodnot 
ukazatelů vody v odebraném vzorku [48, 46]. Pokud nelze rozbor provést neprodleně po 
odběru, pak se v případě odběru vzorků vod pro stanovení léčiv nejčastěji používá zamrazení 
nebo alespoň ochlazení vzorku na teplotu 2 – 5 °C [49, 52, 48, 53]. 
 Při přepravě se štítkem označené vzorkovnice ukládají do transportních beden nebo do 
speciálních brašen, opatřených přihrádkami. Je třeba také zajistit, aby při přepravě nedošlo ke 
kontaminaci vzorků. Přeprava by měla být co možná nejrychlejší [48]. 
 
2.6.3. Úprava vzorků před extrakcí 
 Cílem je vytvořit vzorek, jehož fyzikální a chemické vlastnosti budou vhodné pro 
následnou extrakci a analýzu [54]. Vzorky odebrané z povrchových nebo odpadních vod 
obsahují ve větší či menší míře drobné částice a nečistoty, které mohou narušovat a 
znesnadňovat vlastní analýzu. Z tohoto důvodu se po odběru vzorky dále zpracovávají. Tuhé 
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nečistoty se nejčastěji odstraňují filtrací. V případech, kdy je obtížné získat potřebný objem 
vzorku filtrací vzhledem k velkému počtu nerozpuštěných látek, se používá centrifugace. Při 
větší koncentraci suspendovaných látek ve vzorku lze k odstranění velkého podílu těchto látek 
volit, jako předúpravu vzorku před filtrací nebo centrifugací, sedimentaci [48, 50]. 
 U odebraných vzorků povrchových i odpadních vod pro stanovení léčiv se ihned po 
přinesení do laboratoře provádí filtrace přes skleněný vláknitý filtr o průměru pórů  0,2 - 0,77 
µm. Účelem této filtrace je odstranění suspendovaných látek [39, 30, 55, 49, 52, 56, 57]. 
Pokud ihned po filtraci nemůže dojít k extrakci, nechá se filtrát zamrazit [49] nebo se ochladí 
na teplotu 4 °C a ponechá v temnu [40, 52, 56, 58, 59, 57, 60]. Analýza by však měla 
proběhnout nejpozději do 3 dnů. Těsně před extrakcí se pak přídavkem kyseliny (3,5 M HCl 
[39], 40% H2SO4 [55, 53, 61], 0,1 M kys. citrónová [40]) upraví pH na hodnotu 2 – 3. Někdy 
se ještě do vzorku přidává, především u odpadních vod, malé množství Na2EDTA 
k zakomplexování kovů, které by mohly rušit stanovení [30, 55, 56, 61]. 
 
2.6.4. Extrakce 
 Stanovení jedné složky ve složitějším vzorku obvykle není možné provést přímo po 
převedení vzorku do roztoku. Většinou je nutné před vlastní analýzou oddělit stanovovanou 
složku od ostatních nebo oddělit složky, které stanovení ruší [62]. Vytvořit tak analytický 
vzorek. To se provádí extrakcí. Z hlediska fyzikální chemie lze chápat proces extrakce jako 
přechod složky fázovým rozhraním mezi dvěma vzájemně nemísitelnými fázemi. V našem 
případě dochází k přechodu stanovovaných látek (léčiv) z původního kapalného vzorku do 
jiné fáze, ze které pak vhodnými postupy (promývání různými rozpouštědly) připravíme 
vzorek analytický. Extrakce léčiv z vody může být provedena několika možnými technikami 
jako např. extrakce tuhou fází (SPE) – nejpoužívanější metoda, extrakce kapalina-kapalina 
nebo gelová permeační chromatografie [54, 45, 40, 63].  
 
2.6.4.1. Extrakce tuhou fází – SPE 
 SPE je nejvíce používaná metoda pro extrakci reziduí léčiv z vod [64]. Jedná se v současné 
době o nejvýkonnější techniku dostupnou pro rychlou a selektivní přípravu vzorku. 
Nejdůležitější výhodou oproti extrakci kapalina-kapalina je snížení spotřeby organických 
rozpouštědel. SPE je nejčastěji používána při zpracování kapalných vzorků, především pro 
extrakci středně těkavých a netěkavých látek, jejich zakoncentrování a odstranění 
nežádoucích látek, rušících následná analytická stanovení [54, 65, 66]. 
 Jedná se o poměrně jednoduchou techniku, jejíž podstatou je zachycení molekul látky na 
tuhém sorbentu, přes který protéká vzorek. Používají se nepříliš drahé extrakční kolonky na 
jedno použití o nejrůznějších velikostech a náplních sorbentů. Při extrakci se využívá 
chemických vlastností molekul, které v důsledku mezimolekulových interakcí ulpívají na 
tomto sorbentu [54, 65, 67]. 
 Výběr vhodného sorbentu je základním předpokladem úspěšné extrakce. Pro SPE se 
nejčastěji používají univerzální sorbenty na bázi modifikovaného silikagelu – oktadecylové 
(C18) a oktylové (C8). Retenční mechanismus je řízen zejména hydrofóbními interakcemi 
mezi analytem a navázanými uhlíkatými řetězci. Pro extrakci látek obsahujících disociující 
skupiny (např. –COOH, -OH, NH2) je často nutná úprava pH vzorku, kterou dosáhneme toho, 
že molekula zůstane v nedisociované formě a tím bude lépe interagovat s nepolárním 




          Obrázek 7: Extrakční kolonky pro SPE 
 
 Sorbenty jsou v kolonkách uzavřeny fritami z polyethylenu, případně oceli nebo 
polytetrafluorethylenu. Samotné sorbenty jsou tvořeny částicemi velikosti v průměru cca 
50 µm a kladou odpor protékající kapalině. Proto se často průtok kapaliny přes kolonku 
urychluje vakuem na výstupu z kolonky, tlakem na vstupu kolonky nebo centrifugací. 
 
 Proces extrakce pevnou fází při stanovení léčiv z vodného prostředí se skládá z kroků 




              Obrázek 8: Postup při SPE při stanovení léčiv z vodného prostředí [66] 
 
 V následujících tabulkách je uvedeno několik nejčastěji používaných postupů při SPE 







Tabulka 2. Přehled SPE metod pro extrakci vybraných sulfonamidů  z vodného prostředí  






kolonky eluční činidla zdroj 
sulfamethazin 1. methanol, 3 ml 
sulfamethoxazol 
říční voda Oasis HLB            2. deionizovaná voda, 3 
ml 
_ methanol, 5 ml 66 
sulfaguanidin 1. voda, 5 ml 
sulfadiazin 2. methanol, 5 ml 
sufamethazin 3. 5% NaOH v methanolu, 5 ml 
sulfamethoxazol 
odpadní voda  
500 ml, pH 
3,0 
Oasis MCX 
4. voda (pH 3), 5 ml 
_ 
5% hydroxid amnonný v 
methanolu, 2 ml 66 
1. methanol, 6 ml 1. methanol, 2 ml 
2. mili-Q voda, 3 ml 2. 2% amoniak v 
methanolu, 2 ml sulfamethoxazol 
městská 
odpadní voda  
500 ml, pH 2 
Oasis MCX 
3. voda pH 2 
_ 
3. 0,2% NaOH v 




1. methanol, 3 ml 
sulfamethazin 2. 0,5 M HCl, 3 ml 
sulfamethoxazol 
sulfadimethoxan 
říční voda Oasis HLB            




kyelina v methanolu, 
5ml 
30 
sulfathiazol 1. methanol, 3 ml 
sulfamethazin 2. 0,5 M HCl, 3 ml 
sulfamethoxazol 
sulfadimethoxin 
odpadní voda  Oasis HLB            
3. deionizovaná voda, 3 
ml 
deionizovaná voda, 
3 ml methanol, 5 ml 40 
sulfathiazol   
sulfamethoxazol 
1. methanol, 5 ml 1. 5% vodný roztok 
methanolu, 5 ml 
sulfamethizol 2. 0,5 M HCl, 5 ml 2. deionizovaná 
voda, 5 ml 
sulfamethazin   
sulfadimethoxin 
odpadní voda Oasis HLB            
3. deionizovaná voda, 5 
ml 
  
směs dichlormethanu a 
acetonu v objemovém 
poměru 3 : 2 
61 
sulfaguanidin 1. methanol, 5 ml   
sulfamethazin 2. voda o pH 4, 5 ml 1. 2% vodný roztok 
methanolu, 2 ml 
sulfadiazin 
odpadní voda Oasis HLB            
    
2 x 5 ml methanolu 58 
sulfamethiazol 
sulfathiazol 
1. 0,05 M HCOOH v 
methanolu, 3 ml 
sulfadiazin 
1. 0,05 M HCOOH v 
methanolu, 6 ml 
sulfapyridin 
2. 0,05 M HCOOH v 




voda Oasis HLB            
3. 5% methanol, 3 ml 
5% vodný roztok 
methanolu, 3 ml 
2. 0,05 M HCOOH v 








Tabulka 3. Přehled SPE metod pro extrakci vybraných analgetik  z vodného prostředí  






kolonky eluční činidla zdroj 
ibuprofen 
salicylová kyselina 
1. ethylacetát, 3 ml 
acetaminofen 
naproxen 




vody Oasis HLB           
3. mili-Q voda (pH 2), 3 
ml 
_ 
směs ethylacetátu a 
acetonu v objemovém 




1. ethylacetát, 3 ml 
naproxen 
1. ethylacetát, 3 ml 
diklofenak 
2. směs ethylacetátu a 
acetonu v objemovém 





Oasis HLB            
2. mili-Q voda (pH 2), 3 
ml 
_ 
3. směs ethylacetátu, 
acetonu a hydroxidu 
amonného v objemovém 
poměru 48 : 48 : 2, 3 ml 
39 
naproxen 1. hexan, 5 ml 1. hexan, 5 ml 
ketoprofen 2. ethylacetát, 5 ml 2. ethylacetát, 5 ml 





Oasis HLB            
4. destilovaná voda, 10 ml 
_ 




1. eluční rozpouštědlo, 3 
ml 
1. směs ethylacetátu a 
acetonu v objemovém 
poměru 1 : 1, 8 ml 






Oasis HLB            
3. deionizovaná voda, 3 
ml 
10% vodný roztok 
methanolu, 1 ml 2. směs ethylacetátu a 
acetonu v objemovém 




1. eluční rozpouštědlo, 2 
ml 






Oasis HLB            
3. deionizovaná voda, 3 
ml 
10% vodný roztok 
methanolu, 1 ml 
směs ethylacetátu a 
acetonu v objemovém 
poměru 1 : 1, 6 ml 
72 
 
2.6.5. Plynová chromatografie 
 Plynová chromatografie patří spolu s kapalinovou chromatografií mezi nejvíce používané 
analytické metody při stanovení léčiv v odpadních a povrchových vodách (viz. obr. 6) [43]. 
Řadí se mezi separační analytické metody, tedy metody, při kterých dochází k separaci složek 
obsažených ve vzorku. Umožňuje také kvalitativní a kvantitativní stanovení jednotlivých látek 
[54, 65]. 
 U plynové chromatografie je mobilní fází plyn, tzv. nosný plyn. Vzorek se dávkuje do 
proudu tohoto plynu a ten jej dále unáší kolonou. V koloně se pak složky separují na základě 
různé schopnosti poutat se na stacionární fázi. Složky opouštějící kolonu jsou indikovány 
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detektorem. Získaný signál se vyhodnocuje a z časového průběhu intenzity signálu se určí 
druh a kvantitativní zastoupení vzorku [54, 65, 68]. 
 Nezbytnou podmínkou pro transport vzorku je po nastříknutí jeho okamžitá přeměna na 
plyn. Vzhledem k této podmínce lze separovat a stanovit pouze látky které jsou těkavé, mají 
dostatečný tlak syté páry, jsou tepelně stálé a mají relativní molekulovou hmotnost menší než 
1000. Většina léčiv však patří mezi netěkavé nebo jen velmi málo těkavé látky, proto je 
v mnoha případech potřeba složitější příprava vzorků a chemická změna analytů na jejich 
těkavější deriváty, tzv. derivatizace. Tato skutečnost je pak důvodem toho, že se při stanovení 
léčiv ve vodách více využívá chromatografie kapalinové než plynové. Avšak i navzdory 
tomuto je při stanovení léčiv plynová chromatografie stále hojně využívána [54]. 
 
2.6.5.1. Plynový chromatograf  
 Jedná se o přístroj používaný pro plynovou chromatografii. Hlavními částmi plynového 
chromatografu jsou: čistící zařízení, regulátor průtoku nosného plynu, nástřikový port, 
separační kolona, termostat a detektor. Plynový chromatograf je připojen ke zdroji nosného 
plynu (tlaková láhev) a k zařízení, které je schopné zpracovat signál z detektoru (nejčastěji 
počítač). Výsledný vytištěný záznam chromatografické analýzy se nazývá chromatogram [54, 
65, 62, 73]. 
 
 
        Obrázek 9: Schematický nákres plynového chromatografu 
 
 Nosný plyn – volba nosného plynu není není na rozdíl od kapalinové chromatografie tak 
důležitá. Nejčastěji se při analýze léčiv uvádí jako nosný plyn helium [41, 74, 75, 72]. 
 Čistící zařízení – zachycuje vlhkost a nečistoty v nosném plynu a zbavuje ho nežádoucích 
stop ostatních plynů [54, 65, 62, 73]. 
 Regulátor průtoku - slouží pro udržení konstantní průtokové rychlosti nebo tlaku nosného 
plynu v separační koloně během analýzy [54, 65, 62, 73]. Průtoková rychlost se podle potřeby 
analýzy uvádí 1,5 ml/min [41] až  0,6 ml/s [74]. 
 Nástřikový port – slouží k zavedení vzorku do proudu nosného plynu. Množství 
nastříknutého vzorku obsahující léčiva se uvádí nejčastěji v rozmezí 1 – 4 µl [72, 69]. 
Nastřikovaný vzorek léčiv bývá většinou kapalný, proto musí mít nástřikový port dostatečně 
vysokou teplotu (okolo 300 °C [41, 74, 75])  aby došlo k okamžitému převedení vzorku do 
plynného stavu. Metoda nástřiku (split, splitless) vychází z optimalizace podmínek na 
modelových vzorcích.   
 Separační kolona - je nejdůležitější součástí plynového chromatografu. Současná GC 
používá zpravidla tzv. kapilární kolony tvořené kapilárou z taveného křemene, která je 
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z venku potažena filmem polymeru, který ji chrání před zlomením nebo jiným mechanickým 
poškozením. Délka kapiláry bývá zpravidla v rozmezí 10-100 m. Vnitřní průměr bývá 
převážně 0,25 mm, ale často jsou používány také kapiláry s odlišným vnitřním průměrem 
(prakticky 0,1-1,0 mm). Kapilára je umístěna na kruhovém držáku o průměru kolem 15 cm, 
na kterém je stočena dokola a tento držák s kolonou je upevněn uvnitř chromatografu. Vnitřní 
stěna kapiláry je v případě GLC chromatografie pokryta filmem kapaliny, který představuje 
vlastní stacionární fázi. Zpravidla se jedná o polyethylenglykoly, polypropylenglykoly, 
polyethylenglykoladipáty, methylpolysiloxany a další. Právě vlastnosti  chemické látky tvořící 
film zcela zásadně rozhodují o tom, jaké směsi je možno na dané koloně rozdělovat [54, 65, 
62, 73]. Při stanovení léčiv mohou být použité různé kolony. Opět záleží na konkrétních 
léčivech a podmínkách. Nejčastěji se uvádí např. kolona HP5-MS (délka: 30 m, vnitřní 
průměr: 0,25 mm, stacionární fáze: 5 % difenyl, 95 % dimethylsiloxan, tloušťka 0,25 µm) 
[39, 74, 89], HP Ultra 2 (délka: 12,5 m, vnitřní průměr: 0,22 mm, stacionární fáze tvořená 
filmem 5% fenylmethylsilikonem o tloušťce 0,33 µm) [41], HP-1 (délka 12 m, vnitřní 
průměr: 0,20 mm, tloušťka filmu stacionární fáze: 0,33 µm) [75] nebo DB-5MS (délka 30 m, 
vnitřní průměr: 0,25 mm, tloušťka filmu stacionární fáze: 0,25 µm) [71]. 
 Termostat – udržuje konstantní teplotu separační kolony během analýzy nebo teplotu 
plynule mění podle nastaveného programu. Nastavení a průběh teplot opět záleží na 
konkrétních léčivech a podmínkách a je třeba ho předem vyzkoušet [54, 65, 62, 73]. 
 Detektor – slouží k detekci látek v nosném plynu. Rozdělené složky opouští kolonu a 
prochází detektorem, který je napojen na zapisovač. Detektor reaguje na přítomnost složky  
v nosném plynu a vysílá signál, který lze registrovat. Přítomnost složky je indikována 
měřením určité vlastnosti plynu přicházejícího z kolony, která závisí na druhu a koncentraci 
složek. Musí mít dostatečnou citlivost a jeho odezva by měla být lineární funkcí obsahu 
analytu. Důležitým požadavkem je i vysoká selektivita pro stanovované analyty [54, 65, 62, 
73]. 
 Vyhodnocovací zařízení – výsledný proudový signál se převádí na napěťovou odezvu. 
Chromatogram se potom získá jako grafický záznam závislosti napěťové odezvy na čase. 
Vyhodnocovací zařízení zpracovává signál z detektoru, zakresluje chromatografickou křivku 
(chromatogram) a provádí její vyhodnocení [54, 65, 62, 73]. 
 
2.6.5.2. Detektory používané při stanovení léčiv  
 Detektor elektronového záchytu (ECD) – jedná se o selektivní ionizační detektor citlivý 
na elektronegativní atomy zejména halogenované sloučeniny, ale také sloučeniny obsahující 
fosfor, kyslík, síru, olovo, nitrosloučeniny a areny. Analyt s nosným plynem vycházející z 
kolony prochází kolem beta-zářiče, kterým bývá nejčastěji 63Ni nebo 3H. Vzniklé β- záření 
(proud rychlých elektronů) ionizuje molekuly nosného plynu (v tomto případě nejčastěji 
dusíku), čímž vzniká konstantní proud pomalých elektronů. Ty jsou zachycovány 
elektronegativními atomy, čímž dochází ke snížení ionizačního proudu. Toto snížení proudu 
je měřítkem koncentrace daných elektronegativních atomů. Jedná se o velmi citlivý detektor, 
který může zachytit až 10-12 mol analytu [54, 62, 76]. 
 Atomový emisní detektor (AED) – plyn z kolony vstupuje do plazmové hlavice, kde se 
atomizuje a emituje záření. To se po rozkladu mřížkou analyzuje diodovým polem a určí se 
obsahy prvků [54, 62, 76]. 
 Hmotnostní spektrometr (MS) – ionty jsou v hmotnostním spektrometru analyzovány 
kvadrupólovým analyzátorem nebo iontovou pastí. Pro každou složku lze získat hmotnostní 
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spektrum a identifikovat ji porovnáním jejího spektra s knihovnou spekter sloučenin uloženou 
v počítači [54, 62, 76]. 
 
2.6.5.3. GC-MS 
Hmotnostní spektrometr pracuje ve spojení s plynovým chromatografem jako detektor. 
Jednotlivé složky analytu postupně opouštějí GC kolonu a vstupují přes vyhřívanou spojku do 
MS. Vyhřívaná spojka udržuje složky analytu v plynném stavu i poté, co opustily termostat 
GC. Kapilární kolony jsou obvykle přímo připojeny k ionizačnímu zdroji. Ionizace analytu 
nastává v ionizační komoře. Vzniklé nabité fragmety jsou urychleny směrem k hmotnostnímu 
analyzátoru, kde jsou analyzovány dle poměru m/z. Fragmenty analytu opouštějící analyzátor 
přistupují k detektoru. Vzniklý záznam je softwareově zpracován do podoby hmotnostního 
spektra [54, 62, 65]. 
Produktem každé GC-MS analýzy je chromatogram a hmotnostní spektrum každé složky 
vzniklé separací v GC. Chromatogram pak slouží ke kvantitativní analýze a hmotnostní 
spektra ke kvalitativní analýze analytů. Jsou-li při analýze sledovány pouze vybrané 
hmotnosti určitých iontů nazývá se chromatogram fragmentogramem [54, 62, 65]. 
Zatímco běžné detektory GC pracují za normálního tlaku, MS systém pracuje za tlaku 
podstatně nižšího. Na konci GC kolony (u detektoru) se tedy pracuje za podstatně nižšího 
tlaku než na jejím začátku (u injektoru). Výsledkem je tedy to, že GC-MS retenční časy 
identických analytů při identickém teplotním režimu a identické koloně jsou kratší ve 
srovnání s retenčními časy dosaženými s jinými detektory [54, 62, 65]. 
 
2.6.6. Derivatizace 
 Specifickým problémem v plynové chromatografii je analýza málo těkavých látek. Aby 
mohl být vzorek transportován a došlo tak k úspěšné analýze, je nezbytnou podmínkou aby se 
ihned po nástřiku přeměnil na plyn. Pokud je však původní vzorek jen velmi málo těkavý, 
nastává problém s jeho odpařením [76, 54]. To je případ i většiny léčiv, která se právě 
vyznačují velmi nízkou těkavostí [63]. V těchto případech se provádí tzv. derivatizace, což je 
převedení analytu chemickou reakcí na deriváty již dobře analyzovatelné plynovým 
chromatografem. Jedná se tedy o metodu, při které se mění chemické složení původního 
vzorku. Derivatizací se většinou zajišťuje vysšší těkavost, vyšší tepelná stabilita, nižší 
polarita, nižší nevratná sorpce v injektoru nebo zvýšená odezva ve specifickém detektoru [54, 
65, 62, 77]. Činidlo reagující se vzorkem se pak nazývá derivatizační činidlo. Vhodné 
derivatizační činidlo musí splňovat několik požadavků: reakce s analytem musí probíhat 
rychle, kvantitativně a s definovanou stechiometrií; reakční produkt musí být dostatečně 
stabilní i při zvýšené teplotě [68]. 
 Nízká těkavost léčiv je způsobená silnými mezimolekulovými interakcemi mezi polárními 
skupinami. Účelem derivatizace je snížit polaritu molekul, čímž dojde k omezení možnosti 
tvorby vodíkových můstků, a tím zvýšit jejich těkavost. U léčiv se nejčastěji používají dvě 
následující derivatizační metody: alkylace a silylace. Při alkylaci dochází ke snížení polarity 
molekuly náhradou aktivního vodíku alkylem (nejčastěji methylem). Tyto reagenty se 
používají především k úpravě sloučenin obsahujících kyselý vodík (karboxylové kyseliny, 
fenoly, sulfonamidy). Při silylaci dochází k náhradě vodíku ve sloučeninách silyl skupinou 
(zpravidla trimethylsilyl). V případě sulfonamidů je účelem derivatizace eliminovat 
přítomnost polární NH skupiny; u analgetik je to pak eliminace přítomnosti OH skupin.       
 Při derivatizaci analgetik se nejčasteji používá silylační metoda. Nejpoužívanějšími 
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derivatizačními činidly jsou N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA),            
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA), N-methyl-N-terc-buthyldimethylsilyl-
trifluoroacetamid (MTBSTFA). Jako rozpouštědlo se při derivatizaci analgetik těmito činidly 
nejvíce používá pyridin [70]. 
 Při derivatizaci sulfonamidů se používá především alkylační metoda, nejčastěji               
N1-methylace, kdy dochází k náhradě vodíku v polární -NH skupině methylem. 
Nejpoužívanějším methylačním činidlem je diazomethan [41]. 
 V následujících tabulkách jsou uvedeny produkty derivatizace vybraných léčiv za použití 
MSTFA, BSTFA, MTBSTFA a diazomethanu. 
 
Tabulka 4. Produkty derivatizace vybraných analgetik při použití MSTFA  




















Tabulka 5. Produkty derivatizace vybraných analgetik při použití BSTFA  






































Tabulka 6. Produkty derivatizace vybraných analgetik při použití MTBSTFA 














































































Tabulka 7. Produkty derivatizace vybraných sulfonamidů při použití diazomethanu 











































2.6.7. Kapalinová chromatografie  
  Kapalinová chromatografie se při stanovení léčiv ve vodách používá častěji než plynová 
chromatografie (viz. obr. 6).  Hlavním důvodem je to, že při analýze kapalinovou 
chromatografií lze pracovat i za laboratorní teploty a není nutná přeměna vzorku na plyn. 
Proto je tato metoda vhodná i pro separaci netěkavých sloučenin, mezi které se řadí i většina 
léčiv. Není tedy potřeba provádět, na rozdíl od plynové chromatografie, derivatizační krok, 
který jednak zvyšuje celkový čas analýzy, a jednak může způsobit určité chyby v analytické 
technice [54, 65, 58, 43, 78]. 
 Pro stanovení léčiv se tato metoda nejčastěji používá ve spojení s hmotnostním 
spektrometrem (LC-MS, LC-MS2) nebo se využívá vysoko účinná kapalinová chromatografie 
(HPLC) především pro svoji daleko vyšší účinnost [63, 43, 78]. 
 
2.6.7.1. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
 Vyšší účinnost oproti klasické kapalinové chromatografii spočívá v tom, že kolona je 
tvořena daleko menšími částicemi sorbentu. Tím se zvyšuje účinná plocha a tedy i separační 
účinnost. Vzhledem k malé velikosti částic sorbentu, které kladou postupující kapalině značný 
odpor, je nutno pracovat při vysokém tlaku (až několik destítek MPa), což je další hlavní 
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rozdíl oproti klasické kapalinové chromatografii, kde mobilní fáze protéká stacionární fází 
v koloně samospádem [54, 65, 62, 76].  
 Kolonový kapalinový chromatograf je složen z čerpadla mobilní fáze, směšovače fází, 
dávkovacího zařízení, uzavřené kolony se stacionární fází, detektoru a vyhodnocovacího 
zařízení. Mobilní fáze je ze zásobníků čerpána čerpadlem přes směšovací zařízení přímo na 
kolonu. Díky směšovacímu zařízení se může složení mobilní fáze během separace měnit 
(gradientová eluce) nebo zůstavat stálé (isokratická eluce). Do mobilní fáze o určitém složení 
se před vstupem do kolony dávkuje vzorek. Ten je mobilní fází unášen přes kolonu, kde 
dochází k separaci jednotlivých složek. K detekci jednotlivých složek dochází v detektoru a 
následný signál je pak vyhodnocován vyhodnocovacím zařízením [54, 65, 62]. 
 
 
        Obrázek 10: Instrumentace HPLC [54] 
 
 Při stanovení léčiv je složení mobilní fáze různé. To záleží na povaze léčiv. Při stanovení 
sulfonamidů se však jako mobilní fáze nejčastěji uvádí směs acetonitril/voda nebo 
methanol/voda. Občas se do vody přidává malé množství modifikátoru (např. kyselina 
mravenčí, acetát amnoný nebo kyselina šťavelová) za účelem zlepšení účinnosti a pro 
kontrolu pH [55, 58, 57, 79, 80]. Při stanovení analgetik se pak uvádí jako mobilní fáze 
nejčastěji 0,1% kyselina mravenčí ve vodě a acetonitril [81, 82]. Většinou se jedná o 
gradientovou eluci, kdy se složení mobilní fáze (procentuální zastoupení jednotlivých složek) 
v průběhu analýzy mění. Toto složení je pro každou analýzu různé a je třeba ho vždy 
vyzkoušet a najít složení, které bude nejpřijatelnější. Průtok mobilní fáze také záleží na druhu 
analýzy, nejčastěji se uvádí v rozmezí od 0,2 – 1 ml/min [58, 79, 82]. Stejně jako složení 
mobilní fáze se během analýzy může měnit podle potřeby i průtok. 
 Jako separační kolony se nejčastěji při stanovení léčiv využívají kolony naplněné 
silikagelem, který je modifikován alkylem C18 [55, 52, 57, 79]. Délka kolony se pohybuje 
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v rozmezí 10 – 15 cm, vnitřní průměr 2,1 – 4,6 mm a velikost částic náplně 3 – 5 µm [63, 55, 
58, 79]. 
 
2.6.7.2. Detektory HPLC používané při stanovení léčiv  
 Spektrofotometrické detektory – patří mezi nejvíce používané detektory pro HPLC. Měří 
absorbanci eluátu vycházejícího z kolony a protékající kyvetou o vnitřním objemu 10 µl a 
menším. Jednodušší detektory umožňují měřit pouze při daných vlnových délkách, 
dokonalejší jsou spektrometrické detektory s volitelnou vlnovou délkou v oblasti 200 – 800 
nm. Nejvíce informací lze získat s použitím spektrometrického detektoru s diodovým polem 
(DAD), které snímá celé absorbční spektrum eluátu každou sekundu. Výsledkem je pak 
třírozměrný chromatogram jako závislost absorbance na vlnové délce a na čase, ze kterého lze 
rychle identifikovat eluované látky a posoudit jejich čistotu [54, 65, 62]. 
 Fluorescenční detektor – používá se pro měření látek s přirozenou fluorescencí, nebo 
látek jejichž deriváty fluoreskují. Je založen na schopnosti látek absorbovat ultrafialové záření 
a pak vysílat záření o vyšší vlnové délce, které se měří fotonásobičem kolmo na směr 
vstupujícího záření [54, 65, 62]. 
 Hmotnostní spektrometr – jako detektor je použitelný nejen v plynové chromatografii, 
ale i v kapalinové chromatografii [54, 65, 62]. 
 
2.6.7.3. LC-MS 
 Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostním spektrometrem, který v této tandemové 
technice pracuje jako detektor, zajišťuje přesnější a přehlednější analýzu. Kombinace těchto 
dvou metod je nejvíce využívaná při stanovení léčiv v povrchových a odpadních vodách. 
Poměrně hojně využívané je i zapojení dvou hmotnostních spektrometrů LC-MS-MS (LC-
MS2) [83].  
 Propojení LC-MS je poměrně komplikované. Hmotnostní spektrometr pracuje za vysokého 
vakua, zatímco na výstupu z kapalinového chromatografu jsou analyzované látky neseny 
v proudu kapaliny za atmosférického tlaku. Převedení analyzovaných látek do plynné fáze a 
odstranění velkého nadbytku mobilní fáze jsou hlavními problémy spojení LC-MS. Dalším 
problémem je i složení mobilní fáze, které je často nekompatibilní s MS [84]. 
 Pro řešení těchto problémů byly navrženy speciální ionizační techniky jako termosprej 
(TSI), elektrosprej (ESI) nebo chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI), které patří 
mezi tzv. měkké ionizační techniky [84, 85]. 
 Při stanovování léčiv ve vzorcích vody se velmi často používá jako ionizační technika ESI 
v pozitivním iontovém módu [40, 80]. Propojení LC-ESI-MS umožňuje citlivé, selektivní a 
spolehlivé stanovení většiny léčiv [55]. 
 Složení mobilní fáze bývá stejné nebo velmi podobné jako u HPLC. Kolony se používají 
také C18 s délkou v rozmezí 5 – 15 cm, průměr 2,1 mm a velikost částic sorbentu 1,7 – 5 µm 
[55, 52, 57, 80, 83]. 
 
2.6.8. Elektromigrační analytické metody 
 Při stanovování některých léčiv, jako jsou fluoroquinoliny, chloramfenikol, tetracykliny, 
makrolidy, β-laktamy, ale i některé sulfonamidy, v odpadních, povrchových nebo podzemních 
vodách je výhodnější použít elektromigrační metody, především kapilární zónovou 
elektroforézu (CZE). Je to z důvodu jejich fyzikálně-chemických vlastností, jejich iontové 
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povaze, rozdílné rozpustnosti ve vodě apod. Použití CZE při stanovení léčiv má výhodu i 
v aplikaci menších objemů rozpouštědel a vzorků na rozdíl od HPLC [86, 87]. 
 U elektromigračních separačních metod je využíváno dvou elektrokinetických jevů – 
elektroforézy a elektroosmózy. V prostředí obsahujícím roztok s nabitými částicemi a pevné 
povrchy stýkající se s roztokem, které mohou nést elektrické náboje (stěny kapiláry, povrchy 
přítomných částic), se vytvářejí elektrické dvojvrstvy. Časem tak vzniká určité rovnovážné 
rozdělení nábojů. Pokud je na toto prostředí připojeno stejnosměrné elektrické pole, dochází 
k porušení rovnováhy v rozložení nábojů a vyvolá jejich pohyb, což je podstatou těchto 
analytických metod [54, 65]. 
 Elektroforéza spočívá v migraci elektricky nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém 
poli, které je vytvářeno vkládáním konstantního stejnosměrného napětí mezi elektrody. 
V zónové elektroforéze je prostředí mezi elektrodami tvořeno základním elektrolytem, který 
zajišťuje dostatečnou vodivost v celém systému. Dochází pak k tomu, že kationty migrují 
k zápornému pólu, anionty ke kladnému pólu a neutrální částice se nepohybují [54, 65]. 
 Elektroosmóza (elektroosmotický tok). Je-li kapilára z taveného křemene naplněna 
roztokem nějakého elektrolytu, dochází při vyšším pH k disociaci křemičitanových skupin na 
vnitřní straně kapiláry. Disociací se vytváří záporný náboj stěny, tím je k ní přitažena vrstva 
kovových iontů základního elektrolytu a vzniká tak stabilní elektrická dvojvrstva. Kationty 
blíže ke středu tvoří tzv. difuzní vrstvu a je-li zavedeno napětí, dochází k migraci těchto 
kationtů ke katodě. Kationty H+, které vznikají zmíněnou disociací, bývají silně hydratovány a 
jejich pohyb společně s asociovanými molekulami vody vyvolají tok celého roztoku ke 
katodě. Tok je tak silný, že nese ke katodě i anionty. Neutrální částice se pohybují rychlostí 
osmotického toku, kationty rychleji a anionty pomaleji [54]. 
 
2.6.8.1. Kapilární zónová elektroforéza (CZE) 
 Migrace a separace analyzovaných iontů probíhá v kapiláře naplněné základním 
elektrolytem, která propojuje dvě nádobky také naplněné elektrolytem. Kapilára je většinou 
z taveného křemene a má ochranný polyimidový povlak, který je v místě detekce odstraněn. 
Délka kapiláry se běžně pohybuje v rozmezí 25 – 100 cm a vnitřní průměr 50 – 75 µm. Do 
nádobek s elektrolytem jsou vnořeny elektrody, jimiž se přivádí elektrické napětí (15 – 30 kV) 
obstarávající pohyb iontů. Ve vzniklém elektrickém poli se analyzované ionty pohybují 
různou rychlostí, což způsobuje jejich separaci. Na druhém konci kapiláry je detektor 
zaznamenávající průchod jednotlivých rozdělených látek [54, 65, 88]. 
 Detektory musí být velmi citlivé, protože průměr kapiláry je malý. Nejpoužívanější 
detektory při stanovení léčiv jsou založeny na sledování absorpce ultrafialového záření a 
většinou využívají diodového pole. Další typy detektorů využívají fluorescenci, velmi citlivý 
je detektor s laserem indukovanou fluorescencí [54, 65].   
 Při stanovení a separaci léčiv, především sulfonamidových antibiotik, lze jako roztoky 
použít např. fosforečnan sodný, tetraboritan sodný, EDTA, uhličitan sodný. Podmínky pro 
separaci se uvádí: pH 8,5; napětí 24 kV a teplota 26 °C. Detektor se nejčastěji používá 
spektrofotometrický s diodovým polem (DAD) a vhodná vlnová délka pro detekci 




                           Obrázek 11: Schéma sestavy pro kapilární elektroforézu 
 
2.6.8.2. Kapilární izotachoforéza (ITP) 
 K dělení analyzovaných iontů také dochází na základě jejich rozdílné elektroforetické 
mobility. Od zónové elektroforézy se však kapilární izotachoforéza liší tím, že používá dva 
elektrolity: vedoucí a koncový. Vedoucím elektrolytem je naplněna jedna nádobka a kapilára, 
koncový elektrolyt je v druhé nádobce. Analyzovaný vzorek se dávkuje na rozhraní mezi 
vedoucím a koncovým elektrolytem, tj. na počátek kapiláry. Kationty vedoucího elektrolytu 
mají vyšší pohyblivost a kationty koncového elektrolytu nižší pohyblivost než kterýkoliv 
kationt dělené směsi. Při pohybu v elektrickém poli se pak analyzované ionty sice separují, 
ale nevzdalují se od sebe a zůstávají jeden za druhým ve sloupečcích. Po separaci se všechny 
sloupce pohybují stejnou rychlostí. Díky samozaostřujícímu efektu izotachoforézy odolávají 
rozhraní mezi sloupci difuzi a zůstávají ostrá. Během jednoho experimentu lze dělit a 





3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Optimalizace SPE při extrakci vybraných sulfonamidů 
 Optimalizace metody probíhala pro následující sulfonamidy: sulfametazin, sulfametoxazol, 
sulfapyridin a sulfathiazol. Vhodné podmínky SPE byly zjišťovány na modelových roztocích 
připravených rozpuštěním příslušných sulfonamidů (standardů) ve vodě. Účinnost extrakce 
pak byla proměřena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie a detektorem 
diodového pole. 
 
3.1.1. Přístroje, zařízení, software 
 Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
 SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA 
 SPE kolonka typu ENVI-18, Supelco, Německo 
 Kapalinový chromatograf Aligent 1100 Series, Aligent, USA 
− Kolona ZORBAX Eclipse XDB: C18, velikost 4,6 x 150 mm, velikost částic 
5 µm 
− Detektor diodového pole: zdrojem světla deuteriová a wolframová lampa, 1024 
fotodiod, vlnový rozsah 190 až 950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 až 16 
mm. 
 Běžné laboratorní vybavení 
 
3.1.2. Chemikálie a standardy 
 Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Česká Republika 
 Kyselina mravenčí, Riedel – de Haen, Sigma – Aldrich, GmbH, Německo 
 Acetonitril, pro HPLC, Chromasolv, gradient grade, Sigma-Aldrich 
 Sulfametazin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Sulfametoxazol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Sulfapyridin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Sulfathiazol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 
3.1.3. Metody a pracovní postupy SPE 
 Zkušební vzorek byl připraven rozpuštěním 0,01 g od každého antibiotika ve 100 ml 0,1% 
kyseliny mravenčí v mili-Q vodě. Každá metoda byla provedena třikrát. 
  
 METODA 1: 
 Příprava kolonky: 2 ml methanolu, 2 ml vody o pH 4 
 Nanesení 10 ml zkušebního vzorku 
 Sušení proudem vzduchu 
 Promytí: 2 ml 2% methanolu 
 Eluce: 5 ml methanolu 
 
 METODA 2: 
 Příprava kolonky: 2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu, 2 ml 5% methanolu 
 Nanesení 10 ml zkušebního vzorku 
 Sušení proudem vzduchu: 5 min 
 Promytí: 2 ml 5% methanolu 
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 Eluce: 5 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
 
 METODA 3: 
 Příprava kolonky: 2 ml 0,15 M kyseliny mravenčí v methanolu, 2 ml 5% 
methanolu 
 Nanesení 10 ml zkušebního vzorku 
 Sušení proudem vzduchu: 5 min 
 Promytí: 2 ml 5% methanolu 
 Eluce: 5 ml 0,15 M kyseliny mravenčí v methanolu 
 
3.1.4. Kapalinová chromatografie – podmínky analýzy 
 Pro zjišťování účinnosti uvedených metod SPE byly použity už optimalizované podmínky 
analýzy HPLC: 
 
 Mobilní fáze:   0,01 M kyselina mravenčí, acetonitril 
 Průtok mobilní fáze: 0,6 ml/min 
 Gradient mobilní fáze: t0 = 30 % ACN, t3 = 40 % ACN, t6 = 80 % ACN  
 Teplota kolony:  20 °C 
 Detekční vlnová délka:  270 nm 
 Celková délka analýzy:  15 min 
 
3.2. Optimalizace derivatizace vybraných analgetik 
 S analytickou přesností bylo od každého léčiva naváženo 8 mg a rozpuštěno ve 100 ml 
methanolu. Roztok byl následně 1000x zředěn. Poté bylo do 1,4ml vialky odebráno 500 µl 
připraveného zředěného roztoku. Toto množství bylo dosucha odpařeno pod proudem dusíku. 
Zbytky léčiv po odpaření byly rozpuštěny ve směsi pyridinu s derivatizačním činidlem 
v takovém množství, aby výsledný objem byl 400 µl. Poté byly vialky vloženy do zahřívacího 
zařízení, kde po určitou dobu a při určité teplotě docházelo k derivatizaci. Jako derivatizační 
činidlo bylo použito MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) a BSTFA (N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid). Po této době byl vzorek analyzován plynovým 
chromatografem ve spojení s hmotnostním spektrometrem s analyzátorem doby letu         
(GC-MS-TOF). 
 
3.2.1. Přístroje, zařízení, software 
 Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
 Přístroj EVATERM pro sušení dusíkem a zahřívání vzorků, LABICOM, ČR 
 Běžné laboratorní vybavení 
 Plynový chromatograf Pegasus IV D, LECO®, USA 
 
3.2.2. Chemikálie a standardy 
 Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Česká republika 
 Pyridin, Lach-Ner, s.r.o., Česká Republika 
 Kyselina salicylová, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Ibuprofen sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Naproxen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Ketoprofen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo   
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 Diklofenak sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 MSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 BSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 
3.2.3. Retenční časy a hmotnostní spektra 
 Pro zjištění retenčních časů a hmotnostních spekter jednotlivých analgetik při analýze byl 
použit zkušební postup, při kterém se pracovalo s vyššími koncentracemi léčiv. Od každého 
léčiva bylo naváženo 8 mg a rozpuštěno ve 100 ml methanolu, ale už nedošlo k naředění. Poté 
bylo odebráno 500 µl a toto množství odpařeno v proudu dusíku. Odparek byl následně 
rozpuštěn ve 100 µl pyridinu + 300 µl derivatizačního činidla (MSTFA, BSTFA). 
Derivatizace probíhala při teplotě 70 °C po dobu 90 minut.  
 Charakteristické hmotnosti jednotlivých látek byly použity následující [70]:  
 Kyselina salicylová:  m/z = 267±1 
 Ibuprofen:   m/z = 160±1 
 Naproxen:  m/z = 185±1 
 Ketoprofen:  m/z = 282±1 
 Diklofenak:  m/z = 214±1 
 
3.2.4. Optimalizace množství derivatizačního činidla 
 Pro zjištění optimálního množství derivatizačního činidla (MSTFA i BSTFA) byly použity 
a vyzkoušeny objemy: 
 MSTFA: 
1. 100 µl činidla + 300 µl pyridinu 
2. 150 µl činidla + 250 µl pyridinu 
3. 200 µl činidla + 200 µl pyridinu 
 
 BSTFA: 
1. 100 µl činidla + 300 µl pyridinu 
2. 150 µl činidla + 250 µl pyridinu 
3. 200 µl činidla + 200 µl pyridinu 
4. 300 µl činidla + 100 µl pyridinu 
 
Derivatizace pak probíhala po dobu 90 minut při teplotě 70 °C. 
 
3.2.5. Optimální doba derivatizace 
 Do vialek s odpařeným vzorkem byly přidány optimální objemy derivatizačních činidel a 
pyridinu vycházející z předcházejícího pokusu (viz. kapitola 4.2.2.: tj. 200 MSTFA + 200 µl 
pyridinu nebo 300 µl BSTFA + 100 µl pyridinu). Poté byly vialky zahřívány při 70 °C po 
různou dobu: 60 min, 90 min a 120 min. 
 
3.2.6. Optimální teplota derivatizace 
 Pro zjištění optimální teploty derivatizace byly vialky obsahující opět nejlepší kombinaci 
objemů derivatizačních činidel a pyridinu (200 MSTFA + 200 µl pyridinu a 300 µl BSTFA + 
100 µl pyridinu) po nejlepší dobu zjištěnou z předchozího pokusu (viz. kapitola 4.2.3.: tj. 
90 min) zahřívány při různých teplotách: 50 °C, 70 °C a 90 °C. 
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3.3. Stanovení vybraných analgetik v reálných vzorcích vod 
 Stanovení z odpadních a povrchových vod probíhalo pro následující analgetika: kyselina 
salicylová, ibuprofen, ketoprofen, naproxen a diklofenak. 
 
3.3.1. Přístroje, zařízení, software 
 
3.3.1.1. Příprava a extrakce vzorků 
 Filtry ze skleněných mikrovláken, typ Z-4, 55 mm, Papírna Pernštejn s.r.o., ČR 
 SPE kolonka typu Oasis® HLB Cartridge, Waters, USA 
 SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA 
 Přístroj EVATERM pro sušení dusíkem a zahřívání vzorků, LABICOM, ČR 
 Běžné laboratorní vybavení 
 
3.3.1.2. Plynová chromatografie 
 Plynový chromatograf Pegasus IV D, LECO®, USA 
 
3.3.2. Chemikálie a standardy 
 Pyridin, Lach-Ner, s.r.o., Česká Republika 
 Kyselina salicylová, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Ibuprofen sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Naproxen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 Ketoprofen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo   
 Diklofenak sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 MSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 BSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
 
3.3.3. Použité postupy a metody 
 
3.3.3.1. Odběr vzorů 
 Vzorky odpadní vody byly odebírány pravidelně každý všední den od 23.3. 2009 do 3.4. 
2009 přibližně v 8.00 z přítoku i odtoku na ČOV v Brně - Modřicích. Odběr probíhal do 
tmavých litrových skleněných lahví předem vymytých kyselinou chromsírovou a 
deionizovanou vodou. 
 Zkušební vzorky pro povrchové vody byly odebrány 29.3. a 5.4. 2009 z řeky Sázavy ve 
Žďáře nad Sázavou zhruba 1 km za ČOV, 13.4. 2009 z řeky Oslavy ve Velkém Meziříčí před 
a za ČOV, 15.4. 2009 z řeky Svratky v Brně - Modřicích před a za ČOV a 19.4. z Bránského 
rybníka ve Žďáře nad Sázavou. Vzorky povrchové vody byly také odebírány do tmavých 
litrových lahví předem vymytých kyselinou chromsírovou a deionozovanou vodou.  
 
3.3.3.2. Příprava vzorků a SPE 
 Ihned po odběru a dopravě do laboratoře byly vzorky zfiltrovány přes skleněný filtr 
pomocí vysokotlakého filtračního zařízení. 
 Pro SPE byla použita již optimalizovaná metoda uvedená v [91]: 
  
 Příprava kolonky: 6 ml methanolu, 5 ml deionizované vody 
 500 ml vzorku 
 Promytí: 1,5 ml deionizované vody 
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 Sušení proudem vzduchu 
 Eluce 2 x 8 ml methanolu 
 Eluční roztok byl sbírán do 12ml vialek. 
 
 Výtěžnosti této metody pro jednotlivá analgetika jsou uvedeny v následující tabulce: 
 
Tabulka 8. Výtěžnosti použité metody SPE 
číslo vzorku kyselina salicylová (%) naproxen (%) ketoprofen (%) diklofenak (%) 
1 75,00 83,85 79,97 60,65 
2 67,81 78,62 75,19 54,47 
3 93,36 81,43 76,91 58,89 
4 95,72 82,30 78,48 59,38 
5 91,43 80,38 78,32 57,43 
průměr 84,66 81,32 77,77 58,16 
 
 Výtěžnost této metody byla před použitím na reálných vzorcích ověřena. Ověřena byla i 
pro ibuprofen.  
 
3.3.3.3. Derivatizace  
 Derivatizace (trimethylsilylace) probíhala za použití derivatizačních činidel MSTFA a 
BSTFA. Postup vycházel z optimalizovaných podmínek zjištěných v předcházející části. 
Z každé vialky s eluátem bylo odebráno vždy 500 µl do 4ml vialky a odpařeno v proudu 
dusíku. Poté bylo do vialky přidáno 200 µl MSTFA + 200 µl pyridinu nebo 300 µl BSTFA + 
100 µl pyridinu. Vialky obsahující MSTFA byly pak zahřívány při teplotě 70 °C po dobu 70 
minut a vialky obsahující BSTFA byly zahřívány při téže teplotě po dobu 60 minut.  
 
3.3.3.4. Analýza vzorků 
 Analýza reálných vzorků byla provedena pomocí plynové chromatografie ve spojení 
s hmotnostním spektrometrem s detekcí doby letu (GC/MS-TOF) na přístroji Pegasus IV D. 
Jako primární kolona byla použita HT-5 (30 m x 0,25 mm, 0,1 µm vrstva filmu tvořená z 5 % 
fenylem a z 95 % dimethylpolysiloxanem) a jako sekundární BPX-50 (1,5 m x 0,1 mm, 0,1 
µm vrstva filmu tvořená z 50 % fenylem a z 50 % dimethylpolysiloxanem). Nosným plynem 
bylo helium. Podmínky analýzy byly následující: 
 
PLYNOVÝ CHROMATOGRAF 
 Množství nastříknutého vzorku: 1 µl  
 Teplota nástřiku: 270 °C 
 Metoda nástřiku: splitless 
 Průtok nosného plynu: 1 ml/min 
 Teplotní program: začátek na 80 °C po dobu 1 min, poté nárůst teploty 20 °C/min 
do 300 °C, která byla udržována po 2 min 







 Rozsah sledovaných molekulových hmotností: 50 - 600  
 Skenovací rychlost: 5 spekter / s 
 Napětí na detektoru: 1850 V 
 Teplota iontového zdroje: 220 °C 
 
3.3.3.5. Ukázka analýzy vzorků dvoudimenzionální plynovovu chromatografií 
 Speciální dvoudimenzionální (2D) plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
(GCxGC/TOF-MS) byla vyzkoušena na směsi standardů vybraných léčiv o koncentraci 
56 ng/ml  a následně na jednom vzorku z přítoku i odtoku na ČOV. Tato metoda byla použita 
pouze pro MSTFA z důvodu větší odezvy signálu při použití tohoto derivatizačnío činidla. 
Jednalo se pouze o vyzkoušení této metody, proto je uvedeno jen kvalitativní stanovení 
sledovaných analytů. Podmínky analýzy byly následující: 
 
PLYNOVÝ CHROMATOGRAF 
 Množství nastříknutého vzorku: 1 µl  
 Teplota nástřiku: 270 °C 
 Metoda nástřiku: splitless 
 Nosný plyn: helium 
 Průtok nosného plynu: 1 ml/min 
 Teplotní program:  
o primární kolona: začátek na 80 °C po dobu 1 min, poté nárůst teploty 
15 °C/min do 300 °C, která byla udržována po 2 min 
o sekundární kolona: začátek na 80 °C po dobu 1 min, poté nárůst teploty 
15 °C/min do 305 °C, která byla udržována po 2 min 
 Modulátor: +20 °C 
 Hot pulse: 0,4 s 
 Cool time: 0,6 s 
 
HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETR 
 Rozsah sledovaných molekulových hmotností: 50 - 600  
 Skenovací rychlost: 100 spekter / s 
 Napětí na detektoru: 1850 V 
 
 Ověřené retenční časy jednotlivých léčiv na primární a sekundární koloně a 
charakteristické hmotnosti sledovaných iontů jsou uvedeny v následující tabulce: 
 
    Tabulka 9. Retenční časy jednotlivých léčiv na primární a sekundární koloně a 
charakeristické hmotnosti 
retenční časy (s) 
analgetikum 
primární kolona sekundární kolona 
charakteristické 
hmotnosti 
kyselina salicylová 566 1,05 267 
ibuprofen 614 1,08 160 
naproxen 826 1,28 185 
ketoprofen 874 1,33 282 
diklofenak 902 1,39 214 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1. Optimalizace SPE při extrakci vybraných sulfonamidů 
 U první metody byla provedena pouze pokusná SPE u sulfathiazolu a sulfametoxazolu. 
Vzhledem k tomu, že výtěžnost byla nízká, nepokračovalo se už u dalších sulfonamidů. 
Výsledky všech provedených metod jsou uvedeny v následující tabulce.  
 
Tabulka 10. Výtěžnosti jednotlivých SPE metod pro vybrané sulfonamidy 
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3 
sulfonamidy 
  1 2 3 1 2 3 1 2 3 
původní koncentrace 
(mg/ml) 1,080 1,080 1,080 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 
výsledná koncentrace 
(mg/ml) 0,295 0,382 0,343 1,015 1,039 1,072 1,038 1,042 1,039 
výtěžnost (%) 27,31 35,37 31,76 98,54 100,87 104,08 100,78 101,17 100,87 
sulfathiazol 
výtěžnost (průměr) 31,48 101,17 100,94 
původní koncentrace 
(mg/ml) 1,100 1,100 1,100 1,020 1,020 1,020 1,020 1,020 1,020 
výsledná koncentrace 
(mg/ml) 0,117 0,152 0,137 0,951 0,978 1,007 1,039 1,045 1,041 
výtěžnost (%) 10,64 13,82 12,45 93,24 95,88 98,73 101,86 102,45 102,06 
sulfametoxazol 
výtěžnost (průměr) 12,30 95,95 102,12 
původní koncentrace 
(mg/ml) 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 
výsledná koncentrace 
(mg/ml) 0,943 0,967 0,996 1,079 1,081 1,076 
výtěžnost (%) 91,55 93,88 96,70 104,76 104,95 104,47 
sulfapyridin 
výtěžnost (průměr)   94,05 104,72 
původní koncentrace 
(mg/ml) 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 1,030 
výsledná koncentrace 
(mg/ml) 1,048 1,075 1,108 1,089 1,091 1,086 
výtěžnost (%) 101,75 104,37 107,57 105,73 105,92 105,44 
sulfametazin 
výtěžnost (průměr)   104,56 105,70 
 
 Nejlepších výsledků bylo dosaženo u 2. a 3. metody, kdy se výtěžnost pohybuje okolo 
100 %. Tato optimalizace slouží pouze jako orientační. Před použitím těchto metod v praxi je 
však nutné ještě jejich ověření větším počtem pokusů s následným určením směrodatné 












4.2. Optimalizace derivatizace vybraných analgetik 
 








Obrázek 13: Fragmentogram zkušebního vzorku při použití BSTFA 
 
 Hmotnostní spektra jednotlivých analgetik jsou uvedena v příloze. Z uvedených spekter v 
příloze je zřejmé, že při použití MSTFA nebo BSTFA se hmotnostní spektrum mění pouze 
nepatrně. Je to důsledek toho, že při derivatizaci za použití MSTFA i BSTFA vznikají stejné 
produkty. V následující tabulce jsou shrnuty retenční časy, charakteristické a molekulové 















(s) charakteristická hmotnost molekulová hmotnost 
kyselina salicylová 495,351 267 282 
ibuprofen 531,551 160 278 
naproxen 692,751 185 302 
ketoprofen 727,751 282 282 
MSTFA 
diklofenak 749,551 214 367 
kyselina salicylová 498,753 267 282 
ibuprofen 534,353 160 278 
naproxen 692,953 185 302 
ketoprofen 727,753 282 282 
BSTFA 
diklofenak 749,553 214 367 
 





Obrázek 14: Fragmentogram při použití 100 µl MSTFA + 300 µl pyridinu 
 
 









Obrázek 17: Fragmentogram při použití 100 µl BSTFA + 300 µl pyridinu 
 
 




 Obrázek 19: Fragmentogram při použití 200 µl BSTFA + 200 µl pyridinu 
 
 
 Obrázek 20: Fragmentogram při použití 300 µl BSTFA + 100 µl pyridinu 
 
 Z fragmentogramů je patrné, že nejlepších výsledků (nejlepší tvary píků) bylo dosaženo při 
použití 200 µl MSTFA + 200 µl pyridinu a 300 µl BSTFA + 100 µl pyridinu. Tato množství 
pak byla použita pro všechny následující analýzy. 
 
4.2.3. Optimální doba derivatizace 
 Optimální čas derivatizace byl vybírán podle velikosti plochy píků. Čím větší plocha, tím 
vhodnější čas pro derivatizaci. Plochy píků příslušných derivátů analgetik při jednotlivých 














Tabulka 12. Plochy píků jednotlivých drivátů analgetik při různých časech derivatizace 
čas (s) derivatizační činidlo analgetikum 
60 90 120 
kyselina salicylová 200269 238014 161009 
ibuprofen 85696 112884 66093 
naproxen 83186 109885 62630 
ketoprofen 38259 49247 18705 
MSTFA 
diklofenak 44525 53868 34499 
kyselina salicylová 220252 210932 151529 
ibuprofen 108928 91569 69329 
naproxen 102893 87144 67150 
ketoprofen 49092 38666 28809 
BSTFA 
diklofenak 51977 39511 35684 
 
 Z tabulky je vidět, že nejvhodnější doba pro derivatizaci vybraných analgetik je při použití 
MSTFA 90 minut a při použití BSTFA 60 minut. Tyto časy pak byly použity u všech 
následujících analýz. 
 
4.2.4. Optimální teplota derivatizace 
 Podobně jako doba derivatizace je i nejvhodnější teplota dána plochou píku. Čím větší 
plocha, tím vhodnější teplota. Výsledky jsou opět uvedené v následující tabulce: 
 
Tabulka 13. Plochy píků jednotlivých derivátů analgetik při různých teplotách derivatizace 
teplota (°C) derivatizační činidlo analgetikum 
50 70 90 
kyselina salicylová 162696 238014 177464 
ibuprofen 92046 112884 84446 
naproxen 89110 109885 81166 
ketoprofen 39870 49247 36242 
MSTFA 
diklofenak 39825 53868 36730 
kyselina salicylová 205717 220252 182085 
ibuprofen 95730 108928 66449 
naproxen 77773 102893 68562 
ketoprofen 33451 49092 25639 
BSTFA 
diklofenak 28552 51977 36606 
 
 V tomto případě je nejvhodnější teplota pro derivatizaci analgetik u obou derivatizačních 
činidel 70 °C. Tato teplota pak byla použita při všech následujících analýzách. 
 
4.2.5. Porovnání výsledků analýzy při derivatizaci MSTFA a BSTFA 
 Pro stejnou koncentraci léčiv (56 ng/ml) byla provedena derivatizace uvedeným způsobem 








           Obrázek 22: Porovnání signálu při analýze při použití MSTFA a BSTFA (II) 
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 Z uvedených fragmentogramů je patrné, že signál (plocha píků) je větší při použití MSTFA 
jako derivatizačního činidla. Z důvodu rozdílných velikostí odezvy byly změřeny pro každé 
léčivo dvě kalibrační křivky (při derivatizaci MSTFA i BSTFA). 
 
4.2.6. Opakovatelnost použitého způsobu derivatizace s použitím MSTFA a BSTFA 
 Pro stejnou koncentraci léčiv (56 ng/ml – BSTFA, 40 ng/ml - MSTFA) bylo provedeno 5 
stejných pokusů derivatizace s BSTFA a MSTFA za účelem porovnání plochy píků a 
následného určení směrodatné odchylky a relativní směrodatné odchylky. Výsledky jsou 
uvedeny v následující tabulce. Pro lepší přehled jsou výsledky znázorněné i graficky. Na 
obr. 25 je také uvedena ukázka píků naproxenu při opakování při použití MSTFA. 
 Z tabulky i grafů vyplývá, že změny ploch při stejných postupech jsou jen velmi malé. 
 
Tabulka 14. Porovnání plochy píků 
BSTFA plocha 
číslo pokusu kyselina salicylová ibuprofen naproxen ketoprofen diklofenak 
1 265582 79906 143735 53607 23406 
2 266282 80838 142214 58926 34850 
3 231148 70755 125942 50661 27653 
4 259347 78562 135981 53697 28763 
5 245891 79236 139857 58123 31567 
průměr 253650 77859 137546 55003 29248 
směrodatná 
odchylka 13423 3631 6365 3086 3838 
relativní směrodatná 
odchylka (%) 5,29 4,66 4,63 5,61 13,12 
MSTFA plocha 
číslo pokusu kyselina salicylová ibuprofen naproxen ketoprofen diklofenak 
1 214358 97535 90735 27570 35817 
2 208782 105175 84423 27859 41664 
3 220120 113470 95193 33437 47763 
4 219122 102736 97747 33133 49364 
5 210880 107761 82366 30476 40564 
průměr 214652 105335 90093 30495 43034 
směrodatná 
odchylka 4442 5286 5947 2495 4950 
relativní směrodatná 

















































        Obrázek 25: Ukázka píků naproxenu při zkoušce opakovatelnosti s použitím MSTFA 
 
4.3. Stanovení vybraných analgetik v reálných vzorcích vod 
  
4.3.1. Ověření výtěžnosti použité SPE metody 
 Výtěžnost uvedené SPE metody byla ověřena s výsledky uvedenými v následující tabulce. 
Průměrná výtěžnost kyseliny salicylové byla stanovena na 79,46 %, ibuprofenu na 94,39 %, 
naproxenu na 90,70 %, ketoprofenu na 72,60 % a diklofenaku na 69,71 %. Směrodatná 
odchylka a relativní směrodatná odchylka byly pro každé analgetikum vypočítány pomocí 
příslušných funkcí v programu EXCEL.  
 kyselina salicylová: směrodatná odchylka: 0,284 ng/ml; relativní směrodatná 
odchylka: 9,51 % 
 ibuprofen: směrodatná odchylka: 0,250 ng/ml; relativní směrodatná odchylka: 
6,79 % 
 naproxen: směrodatná odchylka: 0,229 ng/ml; relativní směrodatná odchylka: 
5,17 % 
 ketoprofen: směrodatná odchylka: 0,530 ng/ml; relativní směrodatná odchylka: 
13,54 % 





Tabulka 15. Výtěžnosti jednotlivých analgetik u použité SPE metody 
číslo vzorku původní koncentrace (ng/ml) 
výsledná koncentrace 
(ng/ml) výtěžnost (%) 
kyselina salicylová 
1 3,986 3,435 86,16 
2 3,997 2,736 68,43 
3 3,443 2,639 76,66 
4 3,573 3,125 87,45 
5 3,838 3,016 78,58 
Průměr: —  2,990 79,46 
ibuprofen 
1 4,040 4,012 99,29 
2 4,093 3,910 95,54 
3 3,523 3,332 94,57 
4 3,943 3,579 90,78 
5 3,868 3,550 91,76 
Průměr: —  3,677 94,39 
naproxen 
1 5,097 4,285 84,06 
2 5,042 4,866 96,51 
3 4,449 4,290 96,43 
4 4,870 4,254 87,35 
5 4,969 4,429 89,13 
Průměr: —  4,425 90,70 
ketoprofen 
1 5,415 3,240 59,84 
2 5,959 3,411 57,23 
3 5,113 4,291 83,92 
4 5,380 4,657 86,56 
5 5,289 3,989 75,42 
Průměr: —  3,917 72,60 
diklofenak 
1 5,000 3,221 64,42 
2 10,000 6,895 68,95 
3 25,000 17,256 69,03 
4 36,000 28,021 77,84 
5 48,000 32,783 68,30 
Průměr: —  17,635 69,71 
 
4.3.2. Koncentrace jednotlivých léčiv v reálných vzorcích 
 Pro určení koncentrací jednotlivých léčiv v odpadní i povrchové vodě byly sestaveny 
kalibrační křivky. Bylo nutné naměřit zvlášť kalibrační křivky při použití MSTFA a zvlášť při 
použití BSTFA vzhledem k tomu, že signál při analýze je u obou derivatizačních činidel 
rozdílný (viz. kapitola 4.2.5.). Z kalibračních křivek a pomocí softwarového programu 
umožňující ovládání chromatografu byly také stanoveny hodnoty meze detekce (LOD) a meze 
kvantifikace (LOQ) uvedené v tabulce 16. Hodnoty na ose x jsou uvedeny v ng/ml; tato 
koncentrace je však uvedena pro konečný objem (400 µl) ve vialce, tj. po opětném rozpuštění 
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reziduí ve 400 µl směsi pyridinu a derivatizačního činidla. Při stanovení množství v reálných 
vzorcích pak byly tyto hodnoty přepočítány. 
 
kyselina salicylová - BSTFA














Obrázek 26: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace kyseliny salicylové v reálných 





















Obrázek 27: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace ibuprofenu v reálných 


















Obrázek 28: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace naproxenu v reálných 





















Obrázek 29: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace ketoprofenu v reálných 

















Obrázek 30: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace diklofenaku v reálných 
vzorcích  při použití BSTFA 
 
 
kyselina salicylová - MSTFA













Obrázek 31: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace kyseliny salicylové v reálných 





















Obrázek 32: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace ibuprofenu v reálných 

















Obrázek 33: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace naproxenu v reálných 



















Obrázek 34: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace ketoprofenu v reálných 


















Obrázek 35: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace diklofenaku v reálných 





     Tabulka 16. Hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivá analgetika 
BSTFA 
analgetikum mez detekce LOD (µg/l) mez kvantifikace LOQ (µg/l) 
kyselina salicylová 0,003 0,010 
ibuprofen 0,010 0,026 
naproxen 0,006 0,019 
ketoprofen 0,064 0,115 
diklofenak 0,064 0,166 
MSTFA 
analgetikum mez detekce LOD (µg/l) mez kvantifikace LOQ (µg/l) 
kyselina salicylová 0,001 0,010 
ibuprofen 0,003 0,013 
naproxen 0,010 0,090 
ketoprofen 0,064 0,128 
diklofenak 0,032 0,192 
 
 
4.3.2.1. Odpadní voda 
 Vzorky odpadní vody byly odebírány po dobu 10 dnů z přítoku i odtoku na ČOV. 
Výsledky analýzy vybraných analgetik pro přítok i odtok a derivatizační činidla MSTFA i 
BSTFA jsou uvedeny v následující tabulce a grafech. Koncentrace jsou uvedeny v µg/l. 
Z tabulky 17. a 18. i grafů je zřejmé, že k určitému odstranění jednotlivých léčiv během 
čistících procesů dochází, ale i přesto se nepatrné koncentrace těchto léčiv nachází na odtoku 
z ČOV a dostávají se tak do povrchových vod. 
  V tabulce 18. je pak uveden procentuální úbytek stanovovaných léčiv po procesu čištění 
v ČOV během jednotlivých dní. Jedná se v podstatě o účinnost ČOV při odstraňování 
jednotlivých léčiv. Průměr pak znázorňuje účinnost ČOV při odstraňování za celou 
sledovanou dobu (10 dní). Z tabulky je zřejmé, že největší účinnosti odstranění dochází u 
ibuprofenu, naopak nejmenší účinnosti odstranění u kyseliny salicylové. 
 Pro ukázku jsou dále uvedeny fragmentogramy pro přítok i odtok ze dne 25.3. 2009 


















Tabulka 17. Koncentrace vybaných analgetik v reálných vzorcích z přítoku i odtoku na ČOV 
dny – c (µg/l) 
analgetikum činidlo přítok/odtok 
23.3. 24.3. 25.3. 26.3. 27.3. 30.3. 31.3. 1.4. 2.4. 3.4. 
přítok 0,220 0,176 0,145 0,206 0,281 0,311 0,210 0,247 0,210 0,260 
BSTFA odtok 0,110 0,095 0,091 0,096 0,132 0,116 0,164 0,094 0,077 0,080 
přítok 0,160 0,159 0,125 0,186 0,246 0,229 0,163 0,172 0,270 0,260 
kyselina 
salicylová 
MSTFA odtok 0,146 0,085 0,108 0,119 0,190 0,126 0,095 0,098 0,142 0,135 
přítok 22,329 26,636 22,634 25,610 22,253 18,734 21,468 26,326 25,749 21,186 
BSTFA odtok 0,163 0,139 0,039 0,038 0,033 0,073 0,703 0,275 0,118 0,131 
přítok 24,453 25,735 24,994 29,042 20,195 20,762 18,755 23,529 27,888 23,363 
ibuprofen 
MSTFA odtok 0,292 0,085 0,066 0,108 0,070 0,098 0,025 0,319 0,719 0,109 
přítok 0,647 0,935 0,914 0,793 0,834 0,875 0,821 0,940 0,841 0,613 
BSTFA odtok 0,473 0,357 < LOQ 0,240 0,238 0,295 0,821 0,383 0,298 0,238 
přítok 0,908 1,154 1,198 1,244 0,992 1,303 0,933 1,265 1,090 0,939 
naproxen 
MSTFA odtok 0,744 0,411 0,426 0,388 0,253 0,411 0,176 0,662 0,408 0,386 
přítok 1,400 1,809 1,604 1,447 1,551 3,716 1,315 1,562 1,527 1,593 
BSTFA odtok 0,934 0,705 0,570 0,930 0,423 0,584 0,998 0,732 1,215 0,381 
přítok 2,699 3,387 2,670 2,757 2,536 4,279 1,735 4,318 1,890 2,070 
ketoprofen 
MSTFA odtok 1,485 0,982 0,701 1,739 0,529 0,847 0,465 1,173 1,198 0,771 
přítok 3,418 4,215 1,852 2,754 66,972 3,244 5,688 8,095 2,176 3,018 
BSTFA odtok 2,954 2,022 1,827 0,920 1,315 1,305 0,876 1,414 1,179 1,046 
přítok 1,766 2,592 1,285 1,369 14,273 2,061 3,696 6,717 2,658 3,357 
diklofenak 


















Obrázek 36: Změna koncentrace kyseliny salicylové v přítoku i odtoku v průběhu 10 dnů, 




















Obrázek 37: Změna koncentrace kyseliny salicylové v přítoku i odtoku v průběhu 10 dnů, 







































































































































































Obrázek 45: Změna koncentrace diklofenaku v přítoku i odtoku v průběhu 10 dnů, při 
použití MSTFA 
 
Tabulka 18. Procentuální vyjádření úbytku jednotlivých léčiv po procesu čištění v ČOV 
kyselina salicylová ibuprofen naproxen ketoprofen diklofenak den 
BSTFA MSTFA BSTFA MSTFA BSTFA MSTFA BSTFA MSTFA BSTFA MSTFA 
1 49,84 9,09 99,27 98,80 26,87 18,04 33,26 44,98 13,57 -9,73 
2 46,24 46,35 99,48 99,67 61,86 64,42 61,02 71,01 52,03 51,11 
3 37,65 13,86 99,83 99,74 98,85 64,40 64,49 73,74 1,35 4,12 
4 53,41 36,24 99,85 99,63 69,73 68,77 35,73 36,93 66,60 58,89 
5 53,19 22,68 99,85 99,65 71,47 74,55 72,75 79,16 98,04 96,26 
6 62,53 44,78 99,61 99,53 66,29 68,47 84,28 80,20 59,77 70,76 
7 21,71 41,79 96,73 99,87 0,01 81,19 24,12 73,18 84,61 86,45 
8 61,88 43,21 98,96 98,65 59,31 47,70 53,13 72,84 82,53 85,50 
9 63,27 47,39 99,54 97,42 64,59 62,55 20,44 36,59 45,83 46,06 
10 69,44 48,32 99,38 99,53 61,24 58,87 76,12 62,77 65,33 62,32 




Obrázek 46: Fragmentogram reálného vzorku – přítok na ČOV při použití BSTFA 
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4.3.2.2. Povrchová voda 
 Výsledky analýzý vybraných analgetik v povrchových vodách jsou uvedeny v následující 
tabulce. Ačkoliv se jedná pouze o velmi nízké koncentrace, často pod mezí detekce, je z 
následujících fragmentogramů zřejmé, že se tyto látky nacházejí často i v povrchových 
vodách.  
 
Tabulka 19. Koncentrace vybaných analgetik v reálných vzorcích povrchových vod 
řeka Sázava (za ČOV) kyselina salicylová 
c (µg/l) 
ibuprofen      
c (µg/l) 
naproxen     
c (µg/l) 
ketoprofen     
c (µg/l) 
diklofenak      
c (µg/l) 
BSTFA 0,130 0,323 0,083 0,893 0,181 29.3. 
MSTFA 0,137 0,340 < LOD 0,229 0,133 
BSTFA 0,028 0,063 < LOQ 0,309 < LOD 5.4. 
MSTFA 0,062 0,103 < LOQ 0,466 < LOQ 
řeka Oslava - 13.4. kyselina salicylová  
c (µg/l) 
ibuprofen      
c (µg/l) 
naproxen     
c (µg/l) 
ketoprofen     
c (µg/l) 
diklofenak     
c (µg/l) 
BSTFA 0,120 < LOD 0,023 < LOQ < LOD před ČOV 
MSTFA 0,151 < LOD < LOQ 0,137 < LOQ 
BSTFA 0,081 < LOQ < LOQ < LOQ < LOD 
za ČOV 
MSTFA 0,114 < LOD < LOQ < LOQ < LOQ 
řeka Svratka - 15.4. kyselina salicylová  
c (µg/l) 
ibuprofen      
c (µg/l) 
naproxen      
c (µg/l) 
ketoprofen      
c (µg/l) 
diklofenak      
c (µg/l) 
BSTFA 0,127 < LOD < LOQ < LOQ < LOD před ČOV 
MSTFA 0,166 < LOQ < LOQ 0,151 < LOQ 
BSTFA 0,076 < LOQ < LOQ 0,170 0,240 
za ČOV 
MSTFA 0,125 < LOD < LOQ 0,203 0,333 
Bránský rybník - 19.4. kyselina salicylová  
c (µg/l) 
ibuprofen      
c (µg/l) 
naproxen      
c (µg/l) 
ketoprofen      
c (µg/l) 
diklofenak      
c (µg/l) 
BSTFA 0,027 < LOD < LOD < LOD < LOD 
  










Obrázek 51: Fragmentogram reálného vzorku – řeka Svratka MSTFA 
 
4.3.3. Ukázka analýzy vzorků dvoudimenzionální plynovovu chromatografií 
 Výsledky této analýzy pro směs standardů a vybraný reálný vzorek odpadní vody z přítoku 
i odtoku na ČOV z 25.3. jsou uvedeny v následujících 2D chromatogramech. Jsou vždy 
uvedeny dva chromatogramy ze stejné analýzy. U druhého chromatogramu je intenzita 
signálu znázorněna výškou píku. Osa x znázorňuje retenční čas na primární koloně, osa y pak 
retenční čas na sekundární koloně. Na primární koloně dochází k dělení látek podle jejich 
bodů varu a na sekundární koloně podle polarity. 
 Z uvedených chromatogramů jsou dobře vidět výhody 2D plynové chromatografie. Zatím 
co při klasické chromatografii by z pohledu osy x docházelo ke koeluci, ve 2D GC dojde 
k rozdělení těchto píků i ve směru osy y. To umožňuje získat mnohem čistší hmotnostní 










Obrázek 53: 2D chromatogram směsi standardů s vyznačenými píky příslušných analgetik 
 
 
PŘÍTOK NA ČOV MODŘICE 25.3. 2009 –MSTFA 
 
 
Obrázek 54: 2D chromatogram reálného vzorku odpadní vody  - přítok,  TIC 
 
 





Obrázek 56: Pík kyseliny salicylové – přítok 
 
 












Obrázek 60: Pík naproxenu - přítok 
 
 
        Obrázek 61: Pík naproxenu – přítok 
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Obrázek 62: Pík ketoprofenu - přítok 
 
 








            Obrázek 65: Pík diklofenaku - přítok 
 
ODTOK NA ČOV MODŘICE 25.3. 2009 -MSTFA 
 
 
Obrázek 66: 2D chromatogram reálného vzorku odpadní vody  -odtok, TIC 
 
 




Obrázek 68: Pík kyseliny salicylové - odtok 
 
 












Obrázek 72: Pík naproxenu - odtok 
 
 




Obrázek 74: Pík ketoprofenu - odtok 
 
 













 Cílem této diplomové práce bylo využití plynové chromatografie při stanovení vybraných 
reziduí léčiv ve vodách. Na základě zpracované rešerše byly vybrány dvě skupiny léčiv 
(antibiotika – sulfonamidy a analgetika), které lze za jistých podmínek, z nichž nejdůležitější 
je derivatizace, pomocí této metody stanovit. Celý analytický postup obsahující extrakci tuhou 
fází (SPE), derivatizaci a následné kvalitativní i kvantitativní stanovení pomocí GC-MS byl 
proveden pro 5 vybraných analgetik: kyselinu salicylovou, ibuprofen, naproxen, diklofenak a 
ketoprofen, které patří mezi jedny z nejvíce používaných. Pro vybrané sulfonamidy 
(sulfametazin, sulfametoxazol, sulfapyridin a sulfathiazol) byly provedeny a orientačně 
ověřeny pouze některé metody SPE. 
 Optimalizace derivatizačních podmínek probíhala s použitím dvou derivatizačních činidel 
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA) a N,O-bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid 
(BSTFA). Pro BSTFA byly optimální derivatizační podmínky stanoveny následující: 300 µl, 
70 °C, 60 min; pro MSTFA: 200 µl, 70 °C, 90 min. Tyto podmínky a postup popsaný v této 
práci pak byly použity pro stanovení reziduí vybraných léčiv v reálných vzorcích odpadní i 
povrchové vody. 
 Metoda SPE použitá při stanovení vybraných analgetik v reálných vzorcích byla 
publikována v bakalářské práci [91] zabývající se problematikou analgetik ve vodách, kde 
byla již optimalizována a vyzkoušena. V této práci byla pak už jenom ověřena ve spojení s 
optimalizovanou derivatizací.    
 Vzorky odpadní vody byly odebírány po dobu 10 dnů z přítoku i odtoku na ČOV v Brně 
Modřicích. Vzorky povrchové vody byly pak zkušebně odebírány ze tří řek: Sázava, Oslava, 
Svratka a z Bránského rybníku ve Žďáře nad Sázavou. V odpadní vodě na přítoku ČOV se 
koncentrace vybraných reziduí léčiv pohybovaly v řádech maximálně desítek µg/l, na odtoku 
pak v desetinách až setinách µg/l a někdy se hodnoty nacházely pod mezí kvantifikace. 
Z těchto údajů je zřejmé, že dochází během čistících procesů v ČOV k určité eliminaci těchto 
látek. Nejvíce dochází k odstranění ibuprofenu, kdy se účinnost odstranění pohybuje okolo 
99 %. Účinnost odstranění ostatních analgetik se pohybuje v rozmezí 50 – 60 %. Přestože 
dochází k určité eliminaci těchto léčiv během čistících procesů, přítomnost reziduí na odtoku 
z ČOV signalizuje, že se dostávají, ač v nepatrných množstvích, do povrchových vod. To 
potvrzuje i analýza povrchových vod, kde v některých případech byla přítomnost vybraných 
reziduí léčiv prokázana. Ve většině stanovení však hodnoty koncentrací v povrchových 
vodách nepřesáhly limity detekce. 
 Na závěr této práce je uvedena i ukázka analýzy vzorků dvoudimenzionální (2D) plynovou 
chromatografií, která umožňuje snažší a přehlednější stanovení a identifikaci látek než při 
klasické (1D) analýze. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
AED     atomový emisní detektor 
AMK   aminokyseliny 
APCI    chemická ionizace za atmosférického tlaku 
BSTFA   derivatizační činidlo N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 
CNS   centrální nervová soustava 
CZE   kapilární zónová elektroforéza 
ČOV   čistírna odpadních vod 
DAD    detektor diodového pole 
ECD     detektor elektronového záchytu 
EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 
EU   Evropská unie 
ESI     ionizace elektrosprejem 
GC   plynová chromatografie 
GC-MS  spojení plynové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
GC-AED  spojení plynové chromatografie s atomovým emisním detektorem 
HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
HPLC-MS spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostním 
spektrometrem 
HPLC-UV spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV detektorem 
HPLC-DAD spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem 
diodového pole 
ITP    kapilární izotachoforéza 
LC   kapalinová chromatografie 
LC-MS  spojení kapalinové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
LC-MS-MS spojení kapalinové chromatografie s tandemovým hmotnostním 
spektrometrem 
LOD    mez detekce 
LOQ    mez kvantifikace 
MS     hmotnostní spektrometr 
MSTFA  derivatizační činidlo N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid  
MTBSTFA  derivatizační činidlo N-methyl-N-terc-buthyldimethylsilyl-trifluoroacetamid 
SPE    extrakce tuhou fází 
TIC   celkový iontový proud 
TMS   trimethylsilyl drivát 
TOF     analyzátor doby letu 
TSI   ionizace termosprejem 






Obrázek 78: Kyselina salicylová (trimethylsilyl) - hmotnostní spektrum při použití MSTFA 
 
 
Obrázek 79: Kyselina salicylová (trimethylsilyl)  -hmotnostní spektrum při použití BSTFA 
 
 
Obrázek 80: Ibuprofen (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití MSTFA 
 
 




Obrázek 82: Naproxen (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití MSTFA 
 
 
Obrázek 83: Naproxen (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití BSTFA 
 
 
Obrázek 84: Ketoprofen (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití MSTFA 
 
 






Obrázek 86: Diklofenak (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití MSTFA 
 
 
Obrázek 87: Diklofenak (trimethylsilyl)  - hmotnostní spektrum při použití BSTFA 
 
 
 
